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RESUMEN	  
La enfermedad de Parkinson es una enfermedad neurodegenerativa multisistémica 
que afecta al sistema nervioso central y periférico. Caracterizada por la degeneración 
selectiva de la neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra pars compacta (SNpc), 
se englobada dentro de las llamadas α-sinucleinopatías. El sello distintivo de esta 
patología es la propagación de agregados proteicos patológicos de α-sinucleína, en 
forma de cuerpos y neuritas de Lewy, a lo largo de todo el sistema nervioso. La 
sintomatología con la que cursa esta enfermedad puede clasificarse en dos grandes 
categorías: síntomas no motores o pre-clínicos y síntomas motores o clínicos. 
Cronológicamente, los primeros anteceden a los segundos y en ocasiones pueden 
aparecer, incluso, décadas antes de las manifestaciones motoras típicas de la 
enfermedad. Durante mucho tiempo sólo se le ha otorgado importancia a los síntomas 
motores que caracterizan la enfermedad de Parkinson, como son la bradicinesia, 
rigidez, temblor en reposo o alteración de los reflejos posturales. No obstante, a lo 
largo de los últimos tiempos, los síntomas no motores han despertado el interés de los 
médicos y científicos como potenciales biomarcadores que permitirían realizar un 
diagnóstico precoz de esta enfermedad neurodegenerativa. 
Entre la sintomatología no motora más notable y relevante, se encuentra la disfunción 
olfativa, o hiposmia, asociada a los estadios más incipientes de la enfermedad de 
Parkinson. Los pacientes presentan alteraciones olfativas a distintos niveles, tanto en 
tareas de detección, como en tareas de identificación y reconocimiento de distintos 
odorantes cuando son sometidos a un amplio abanico de tests olfativos. La aparición 
de este signo es muy temprana –hasta varios años antes de que se produzca la 
manifestación de los primeros síntomas motores que conducen al diagnóstico de la 
enfermedad- y se manifiesta en un porcentaje muy elevado de los pacientes de 
Parkinson (90%), tanto en casos de Parkinson hereditario como en casos de Parkinson 
esporádico o idiopático. Es interesante destacar que esta proporción supera a la de 
pacientes que terminan manifestando temblor en reposo, uno de los síntomas 
cardinales de esta enfermedad (75%). Todo esto pone de manifiesto que poder 
identificar correctamente la hiposmia es fundamental para realizar un diagnóstico 
precoz y certero de la enfermedad. Además, descubrir cuáles son las posibles causas 
de la disfunción olfativa asociada a esta patología es importante para conocer más 
sobre la etiología y el desarrollo de la enfermedad de Parkinson. Por todo ello, en la 
actualidad, son muchos los esfuerzos de la comunidad científica dirigidos, por un lado, 
al desarrollo de potentes tests olfativos que revelen alteraciones en la detección, 
discriminación o identificación de odorantes. Y, por otro lado, al estudio en 
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profundidad del cerebro olfativo de los pacientes que sufren esta enfermedad o de 
modelos animales de parkinsonismo, mediante la combinación de técnicas 
electrofisiológicas, neuroanatómicas o moleculares que ayuden a entender mejor las 
posibles causas de la  hisposmia y la evolución de la enfermedad de Parkinson 
Puesto que el bulbo olfatorio es la región telencefálica donde se produce el primer 
relevo sináptico de la información olfativa, es lógico pensar que entre las posibles 
causas que dan lugar a la disfunción olfatoria que se observa en los pacientes de 
Parkinson, se encuentren algunas alteraciones en la organización y en la conectividad 
de los circuitos neuronales del propio bulbo olfatorio.  
Existen pocos trabajos que estudien las modificaciones neuroantómicas de la vía 
olfativa durante el desarrollo de la enfermedad de Parkinson. Entre los trabajos 
publicados que analizan el bulbo olfatorio, algunos han demostrado que la enfermedad 
provoca la aparición de glomérulos olfatorios ectópicos (Hoogland et al. 2003; 
Mundiñano et al. 2011) y, otros describen la presencia de cuerpos de Lewy en las 
células mitrales del bulbo olfatorio (Úbeda-Bañón et al, 2010a). Estudios más 
recientes, muestran un incremento del 100% en el número de células dopaminérgicas 
en el bulbo olfatorio tanto en enfermos de Parkinson (Úbeda-Bañón et al, 2004; Carril-
Mundiñano et al, 2011) como en el modelo experimental de macacos tratados con 1-
metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) (Belzunegui et al. 2007). Aunque estos 
antecedentes sugieran que es probable que existan alteraciones en la organización de 
la circuitería del bulbo olfatorio durante la enfermedad de Parkinson, hasta la fecha, 
no existe ningún trabajo que se haya encargado de estudiar en detalle cómo es la 
organización y la conectividad de los circuitos neuronales del bulbo olfatorio en los 
pacientes con la enfermedad de Parkinson o en modelos animales de parkinsonismo. 
En este contexto, la presente Tesis Doctoral pretende investigar en qué medida se ven 
alterados los circuitos neuronales del bulbo olfatorio en un modelo experimental de 
parkinsonismo.  
Existe un conjunto amplio de modelos experimentales para estudiar distintos aspectos 
de la enfermedad de Parkinson. Entre ellos, nosotros hemos elegido el modelo de 
intoxicación con MPTP en macacos, concretamente en Macaca fascicularis. El principal 
motivo que nos conduce a esta elección es que los resultados procedentes de macacos 
son más fácilmente extrapolables a humanos que los que se obtendrían con modelos 
de roedores. 
Actualmente, no disponemos de datos acerca de la organización anatómica ni de la 
conectividad sináptica de los circuitos neuronales del bulbo olfatorio de macacos. Por 
ello, hemos realizado, en primer lugar, un estudio completo de la organización y del 
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patrón de conectividad de los circuitos neuronales del bulbo olfatorio de Macaca 
fascicularis. Para ello, hemos combinado técnicas neuroanatómicas clásicas y técnicas 
inmunocitoquímicas con microscopía óptica, microscopía confocal y microscopía 
electrónica. A continuación, hemos realizado un estudio comparativo de los circuitos 
neuronales del bulbo olfatorio de macacos control y macacos parkinsonianos. 
Para identificar y marcar de manera selectiva las diferentes poblaciones de 
interneuronas que integran los circuitos neuronales del bulbo olfatorio de Macaca 
fascicularis en función de sus características neuroquímicas y, poder estudiar el patrón 
de conectividad sináptica que estas células presentan, hemos utilizado distintos 
marcadores, como son las proteínas quelantes de calcio calbindina (CB), calretinina 
(CR) y parvalbúmina (PV), y las enzimas tirosina hidroxilasa (TH) y la isoforma neural 
de la sintasa del óxido nítrico (nNOS).  
Los resultados de la primera parte de nuestro trabajo demuestran que existe una 
conservación filogenética de la organización neuroanatómica, de las caracterísiticas 
neuroquímicas y de los patrones de conectividad sináptica que presentan los circuitos 
neuronales del bulbo olfatorio en el macaco (mamífero microsmático) cuando los 
comparamos con datos previos descritos en roedores (mamíferos macrosmáticos). Los 
resultados más relevantes de esta primera parte del trabajo se pueden resumir de la 
siguiente manera. 
En primer lugar, la conectividad de los circuitos neuronales del bulbo olfatorio de 
macaco es exactamente igual a la que se ha descrito en el bulbo olfatorio de la rata. 
Brevemente, las interneuronas de primer orden (células periglomerulares y células 
granulares) establecen contactos sinápticos dendro-dendríticos con las células 
principales (células mitrales y células empenachadas) de la siguiente forma, las 
células principales establecen contactos sinápticos asimétricos sobre las interneuronas 
y, a su vez, éstas realizan contactos sinápticos simétricos sobre las células principales. 
En ocasiones, los contactos sinápticos forman pares recíprocos. 
En segundo lugar, al igual que en el caso de los mamíferos macrosmáticos, en Macaca 
fascicularis el neuropilo de los glomérulos olfatorios está compartimentalizado y se 
diferencian dos compartimentos: el compartimento sináptico y el compartimento 
sensorial. Las células periglomerulares forman, al menos, cuatro subpoblaciones 
celulares neuroquímicamente no solapadas, que se caracterizan por la expresión de 
las siguientes proteínas: TH, nNOS, CB y CR; tal y como ocurre en roedores. Tras el 
estudio de las relaciones sinápticas que establecen las dendritas de estas cuatro 
subpoblaciones neuronales con los terminales axónicos del nervio olfatorio, hemos 
podido confirmar que las células periglomerulares que expresan TH y nNOS 
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pertenecen al conjunto de células periglomerulares de tipo 1, cuya característica 
principal es que reciben contactos sinápticos desde el nervio olfatorio. A su vez, las 
células periglomerulares que expresan CB y las que expresan CR son células 
periglomerulares de tipo 2, definidas por no mantener relaciones sinápticas directas 
con el nervio olfatorio, tal y como ocurre en el neuropilo glomerular de los mamíferos 
macrosmáticos.  
En tercer lugar, existen algunas diferencias entre roedores y primates cuando 
analizamos las interneuronas de la capa plexiforme externa. Por una parte, la 
población mayoritaria de interneuronas de la capa plexiforme externa de la rata está 
definida neuroquímicamente por la expresión de la proteína ligante de calcio PV, y 
establece contactos sinápticos dendro-dendríticos y dendro-somáticos con las células 
principales. Nosotros, en nuestro estudio en Macaca fascicularis hemos descrito una 
población de interneuronas que muestra un patrón de conectividad similar al descrito 
en rata, pero con la diferencia de que, en macacos, estas células expresan las 
proteínas quelantes de calcio CB y CR en lugar de expresar PV. Por otra parte, en la 
capa plexiforme externa del bulbo olfatorio de la rata hemos identificado una 
población de interneuronas que se caracteriza por ser dopaminérgica. Nuestros 
trabajos demuestran que las interneuronas dopaminérgicas de la capa plexiforme 
externa de la rata no establecen ninguna relación sináptica con las células principales 
y tampoco realizan contactos sinápticos desde sus dendritas. En la capa plexiforme 
externa del macaco, no hemos podido identificar una población de interneuronas 
dopaminérgicas con estas características. Las únicas células dopaminérgicas que 
hemos identificado en esta capa han sido algunas células periglomerulares y 
granulares desplazadas. Todo ello nos permite concluir que la organización de los 
circuitos de la capa plexiforme externa de los primates (mamíferos microsmáticos) es 
notablemente más simple que la de los roedores (mamíferos macrosmáticos). 
Además de todo lo anterior, nuestro estudio demuestra que las aferencias colinérgicas 
y noradrenérgicas que recibe el bulbo olfatorio del macaco, desde el telencéfalo basal 
y desde el locus coeruleus respectivamente, se mantienen conservadas 
filogenéticamente si las comparamos con los datos previos descritos en roedores. Por 
el contrario, esta conservación no se mantiene en el caso del sistema de modulación 
serotoninérgico que inerva al bulbo olfatorio desde el rafe. En este sentido, hemos 
hallado notables diferencias en cuanto al patrón de distribución de los axones que 
expresan serotonina cuando comparamos el bulbo olfatorio del macaco con el de la 
rata. En la rata, la capa más densamente inervada por los axones serotoninérgicos es 
la capa de los glomérulos olfatorios, mientras que en Macaca fascicularis es la capa de 
las células granulares. 
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En la segunda parte de nuestro trabajo hemos realizado un estudio comparativo de los 
circuitos neuronales del bulbo olfatorio de macacos control y macacos parkinsonianos, 
con el objetivo de conocer si existen alteraciones en los animales parkinsonianos. Los 
principales resultados de esta parte se pueden resumir del siguiente modo. 
Los datos obtenidos nos permiten afirmar que, aunque se producen algunos cambios 
en su organización neuroanatómica y neuroquímica, los patrones de conectividad de la 
circuitería neuronal del bulbo olfatorio de los macacos no se encuentran alterados 
después del tratamiento con MPTP. Ya se ha demostrado en varios trabajos previos 
que el número de células periglomerulares dopaminérgicas experimenta un aumento 
significativo en el bulbo olfatorio de pacientes con Parkinson y de modelos animales de 
la enfermedad. Nuestro estudio corrobora este aumento. Y además, muestra, por 
primera vez, que el número de células periglomerulares que expresan nNOS, CB y CR 
no sufre ningún cambio estadísticamente significativo en los animales parkinsonianos.  
Cuando analizamos cuantitativamente la transmisión sináptica y los circuitos 
excitadores e inhibidores del bulbo olfatorio, sí encontramos algunas diferencias 
estadísticamente significativas al comparar los macacos parkinsonianos con sus 
controles. Concretamente, existe una disminución de la actividad sináptica en la capa 
de los glomérulos olfatorios y en la capa plexiforme externa tras el tratamiento con 
MPTP, tal y como hemos podido evaluar mediante la cuantificación de la densidad de 
puncta que expresan sinaptofisina. De igual modo, al analizar los circuitos excitadores, 
hallamos una reducción significativa en el número de puncta que expresan el 
transportador vesicular de glutamato 1 (VGLUT 1) en los macacos parkinsonianos. Por 
el contrario, al estudiar los circuitos inhibidores, no encontramos diferencias 
estadísticamente significativas cuando cuantificamos los elementos GABAérgicos del 
neuropilo que expresan la enzima ádico glutámico descarboxilasa (GAD).  
Además de las alteraciones que sufre el sistema dopaminérgico, algunos estudios 
previos al nuestro han demostrado que también existen alteraciones significativas en 
diferentes sistemas neuromoduladores durante el transcurso de la enfermedad de 
Parkinson. En este punto, cabe destacar que la inmensa mayoría de estos trabajos se 
centran en distintas regiones cerebrales, pero no analizan el bulbo olfatorio. Entre los 
sistemas neuromoduladores que se han visto afectados, tanto en enfermos de 
Parkinson como en modelos experimentales, se encuentran: el sistema colinérgico (se 
ha descrito degeneración del núcleo basal de Meynert, alteraciones en la corteza 
cerebral y reducción de los inputs colinérgicos del bulbo olfatorio), el serotoninérgico 
(se han visto alteraciones en el núcleo dorsal del rafe, núcleo caudado, corteza 
entorrinal, corteza cingulada, corteza frontal, tálamo o hipocampo) y el 
noradrenérgico (se han descrito severos daños en el locus coeruleus).  
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En nuestro trabajo demostramos que la modulación subcortical que recibe el bulbo 
olfatorio de Macaca fascicularis no se ve alterada por el tratamiento con MPTP. 
Utilizando marcadores que nos permiten identificar y analizar las aferencias 
subcorticales colinérgicas, serotoninérgicas y noradrenérgicas, no hemos encontrado 
diferencias significativas ni en el patrón de distribución de las fibras marcadas, ni en el 
patrón de conectividad sináptica que presentan, ni en la densidad de elementos 
positivos que aparecen en el bulbo olfatorio de macacos parkinsonianos cuando los 
comparamos con sus controles. 
Por último, algunos trabajos previos al nuestro también se han encargado de estudiar 
posibles alteraciones de los procesos relacionados con la plasticidad y la neurogénesis 
adulta durante la enfermedad de Parkinson. Nosotros también hemos investigado este 
punto y hemos comparado la expresión de la forma polisializada de la molécula de 
adhesión celular neural (PSA-NCAM), un marcador de plasticidad, en el bulbo olfatorio 
de monos controles y parkinsonianos. Nuestros resultados confirman, al igual que 
otros datos previos, que en el bulbo olfatorio de macacos parkinsonianos existe una 
reducción de la plasticidad neuronal, puesto que el número de elementos del neuropilo 
que expresan PSA-NCAM se encuentra significativamente disminuido en estos 
animales. 
La presente Tesis Doctoral supone el primer estudio detallado de la organización 
neuroanatómica y de la conectividad de los circuitos neuronales que integran el bulbo 
olfatorio de Macaca fasciculis. Además, evalúa en qué medida se ven afectados esos 
circuitos en un modelo experimental de parkinsonismo inducido por la inyección 
sistémica de MPTP. Los datos que aporta nuestra investigación demuestran que el 
patrón general de conectividad de los circuitos neuronales del bulbo olfatorio de 
primates está conservado filogenéticamente cuando lo comparamos con el de la rata. 
Y además, no se ve alterado desde un punto de vista cualitativo tras el tratamiento 
con MPTP. Tampoco lo está el patrón de conectividad de los circuitos colinérgicos, 
serotoninérgicos y noradrenérgicos que modulan el procesamiento de la información 
olfatoria. Sin embargo, nuestros datos también demuestran que la conectividad 
sináptica de los circuitos neuronales del bulbo olfatorio sí que se ve afectada desde un 
punto de vista cuantitativo. Así lo revela la reducción significativa de la densidad de 
elementos del neuropilo que expresan sinaptofisina y transportador vesicular de 
glutamato en el bulbo olfatorio de los animales parkinsonianos. En la misma línea, a 
estas modificaciones provocadas por el tratamiento con MPTP, se suma la reducción 
significativa de la densidad de elementos del neuropilo que expresan marcadores de 
plasticidad neuronal. En conjunto, todas estas alteraciones podrían explicar, en mayor 
o menor medida, el déficit olfativo observado en la enfermedad de Parkinson. 
Abstract	  
	   	   	   vii	  
ABSTRACT	  
Parkinson disease is a neurodegenerative and multisystem disease which is 
pathologically characterized by a loss of dopaminergic neurons in the substantia nigra 
pars compacta (SNpc) and is also associated with inclusion bodies throughout the 
central and peripheral nervous system. These intraneuronal inclusion bodies, defined 
as Lewy neurites and Lewy bodies, constitute the hallmark of the neurodegenerative 
disease. Parkinson disease is clinically characterized by non-motor and motor 
symptoms, with the former preceding the latter by years -in some cases by twenty or 
even more years. Parkinson disease has long been considered by physicians as a 
purely motor disease, manifested by bradykinesia, rigidity, rest tremor, and postural 
instability. Nevertheless, more recently non-motor symptoms have been receiving 
increasing attention from physicians and scientists as useful biomarkers to diagnose 
the Parkinson disease in its early stages, even before any motor symptoms have 
appeared. 
The most prominent non-motor feature of Parkinson disease is probably hyposmia, or 
smell dysfunction, which appears in most cases (90%), and occurs frequently in 
preclinical stages of Parkinson disease. It is worth noting that this prevalence is higher 
than that of one of Parkinson disease’s cardinal symptoms, resting tremor, which 
appears in 75% of cases. Olfactory deficits in Parkinson disease are found in different 
levels of smell tasks such as identification of odour, detection of odour threshold, or 
odour recognition memory. This non-motor sign can be found in both idiopathic and 
familial Parkinson disease and is clearly linked to the first stages of the preclinical 
phase of Parkinson disease. Therefore, it is important to find out the possible causes 
for Parkinson disease-related olfactory dysfunction in order to understand the etiology 
and progress of this neurodegenerative disease. This is the reason why many efforts 
are being focused not only on the development of different kinds of olfactory tests, 
which allow to detect the hyposmia correctly, but also on the study of the olfactory 
brain of patients and animal models of Parkinson disease. 
Since the olfactory bulb is the region of the brain where the first relay of the olfactory 
information occurs, it is safe to think that the organization and the synaptic 
connectivity pattern of this area are somewhat altered during the Parkinson disease, 
and this might explain some of the causes of the olfactory dysfunction linked to early-
estage Parkinson disease. 
The mechanisms underlying olfactory dysfunction in Parkinson disease are 
understudied and only partially understood. Only a few studies have focused their 
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attention on revealing whether the olfactory pathway undergoes neuroanatomical 
alterations during the progress of Parkinson disease. Among them, some papers have 
described morphological alterations in the olfactory bulb of patients with Parkinson 
disease, such as the presence of ectopic glomeruli located in the external plexiform 
layer (Hoogland et al. 2003; Mundiñano et al. 2011) or the presence of Lewy bodies in 
mitral cells of the olfactory bulb (Úbeda-Bañón et al, 2010a). Recent studies have 
found an increased number of dopaminergic periglomerular cells in the olfactory bulb 
of Parkinson disease patients (Úbeda-Bañón et al, 2004; Carril-Mundiñano et al, 2011) 
and also in the olfactory bulb of  some animal models of Parkinson disease, such as 
MPTP-treated monkeys (Belzunegui et al. 2007). While all these findings suggest that 
the organization of the bulbar circuitry is probably modified in pathological conditions, 
to date, there is not any detailed study about the organization and the connectivity of 
bulbar circuits of patients with Parkinson disease or experimental models of Parkinson 
disease. In this context, our study attempts to address such gap in the knowledge 
about Parkinson disease by investigating how the circuits of the olfactory bulb are 
affected in an experimental model of Parkinson disease - in particular, an MPTP-
treated monkey. 
There are currently a wide variety of experimental models of Parkinson disease that 
can be used to study different aspects of the neurodegenerative disease. Among 
them, we have chosen a monkey model of Parkinson disease, in which the animals 
have been injected with a dopaminergic neurotoxine, 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP). Specifically, the macaque that has been used for this study 
is Macaca fascicularis. The main reason why we have made this election is that the 
extrapolation from macaque data to human is easier and more reliable than the 
extrapolation from rodents to human.  
There is not any information in the literature about the detailed anatomical 
organization nor the synaptic connectivity of the olfactory bulb of macaques. Thus, we 
have carried out an exhaustive study about the organization and the synaptic 
connectivity pattern of the neuronal circuits of the olfactory bulb of Macaca 
fascicularis. In order to carry out this study, we have combined classical 
neuroanatomical techniques and immnunohistochemistry techniques with light 
microscopy, confocal microscopy and transmission electron microscopy. After that, we 
have conducted a comparative analysis of the neuronal circuitry of the olfactory bulb 
of MPTP-treated monkeys and control monkeys. 
In order to identify and mark different populations of interneurons in the olfactory 
bulb of Macaca fascicularis specifically and to study their synaptic connectivity pattern, 
we have employed different neurochemical markers such as calcium- binding proteins 
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-calbindin (CB), calretinin (CR) and parvalbumin (PV)-, and ezymes -tyrosine 
hydroxylase (TH) and the neuronal isoform of the nitric oxide synthase (nNOS). 
The results obtained from the first part of our study show that the neuroanatomical 
organization, neurochemical features and synaptic connectivity patterns of the 
circuitry of the olfactory bulb are conserved in monkeys (microsmatic mammals) when 
they are compared with those previosly described in rats (macrosmatic mammals). 
The main results of this part of the study can be summarized as follows: 
First: the connectivity of the synaptic circuits of the olfactory bulb of monkeys is 
exactly the same that was previously described within the olfactory bulb of rats. 
Briefly, first order interneurons (periglomerular cells and granular cells) are engaged 
in dendro-dendritic reciprocal synapses with principal cells (mitral cells and tufted 
cells) as follows: principal cells establish asymmetrical synapses upon interneurons 
and, in turn, interneurons make symmetrical synaptic contacts on principal cells. 
Occasionally, the asymmetrical and the symmetrical synaptic contacts between them 
form reciprocal pairs. 
Second: just as we find among macrosmatic mammals, the neuropil of the olfactory 
glomeruli is divided in two clearly different compartments or zones: the synaptic 
compartment and the sensory compartment. Periglomerular cells expressing TH, 
nNOS, CB, and CR proteins, form four non-overlapping neuronal subpopulations in the 
olfactory bulb of macaque, just as it has been previously described in rodents. This 
study also demonstrates for the first time that there are two types of periglomerular 
cells in the glomerular cell layer of Macaca fascicularis. On the one hand, TH- and 
nNOS-positive periglomerular cells innervate the sensory compartment and the 
synaptic compartment of the glomerular neuropil. Thus, the dendrites of both 
interneurons (TH- and nNOS-positive periglomerular cells) receive synapses from the 
axon terminals of the olfactory nerve and, therefore, they may be considered a type 1 
periglomerular cell. On the other hand, the dendrites of CB and CR expressing 
periglomerular cells are located only in the synaptic compartment, and do not 
innervate the sensory compartment, so they do not receive synaptic contacts from the 
olfactory nerve. Consequently, these cells must be classified as type 2 periglomerular 
cells, exactly like those found in the glomerular neuropil of macrosmatic mammals. 
Third: several differences are found when the external plexiform layer of the olfactory 
bulb of macaques and rats are analyzed and compared. On the one hand, the vast 
majority of interneurons of the external plexiform layer of the rat constitute a 
population that is neurochemically defined by the expression of the calcium-binding 
protein PV and it establishes dendro-dendritic and dendro-somatic relationships with 
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the principal cells. In this study, we have found throughout the external plexiform 
layer of the Macaca fascicularis a population of interneuron whose synaptic 
connectivity pattern is similar to this described prior in rat. But, unlike the 
interneurons of the external plexiform layer in the rat, in the olfactory bulb of the 
monkey, these interneurons are defined by the expression of other two calcium-
binding proteins, CB and CR (instead of expressing PV). On the other hand, this study 
has identified in the external plexiform layer of rat a population of dopaminergic 
interneurons, which had not been characterized up to now. Our analysis shows that all 
these “unknown” dopaminergic interneurons of the external plexiform layer of the rat 
do not establish any synaptic relationship with the principal cells, as well as they do 
not make any synaptic contacts from their dendrites. This study has not identified any 
population of interneurons which displays all these features in the external plexiform 
layer of the olfactory bulb of monkey. The only dopaminergic neurons that have been 
found throughout the external plexiform layer of the olfactory bulb of the macaque are 
some displaced periglomerular cells and granular cells. Based on all these findings, we 
can conclude that the organization of the circuitry of the external plexiform layer in 
primates (microsmatic mammals) is considerably simpler than that of the external 
plexiform layer of rodents (macrosmatic mammals). 
In addition to all the results described above, this study also demonstrates for the first 
time that the distribution pattern of cholinergic and noradrenergic afferences in the 
olfactory bulb, which come from basal forebrain and locus coeruleus respectively, is 
preserved in the olfactory bulb of primates exactly as it has been described for 
rodents. On the contrary, the distribution pattern of serotonergic inputs that come 
from raphe nuclei is not maintained. With regard to the distribution pattern of 
serotonergic afferences throughout the olfactory bulb, we have described some salient 
differences between rat and monkey. In the olfactory bulb of the rat, the most densely 
innervated layer by serotonergic axons is the glomerular layer, while in the macaque it 
is the the granular cell layer the most densely innervated one. 
In the second part of our study, we aim to assess whether the circuitry of the olfactory 
bulb of macaques is altered after MPTP treatment. To this end, we have carried out an 
extensive comparative study focused on the neuronal circuitry of the olfactory bulb of 
MPTP-treated and control monkeys. The resulting data are summarized below. 
We have found that, although some changes related to the neuroanatomical and 
nerochemical organization occur in the olfactory bulb of Macaca fascicularis after the 
MPTP treatment, the connectivity patterns of the neuronal circuitry of the olfactory 
bulb of macaque are not affected by the MPTP treatment. It has been demonstrated 
by previous studies that, the number of dopaminergic periglomerular cells is 
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significantly increased in the olfactory bulb of patients with Parkinson disease or 
animal models of Parkinson disease. This study not only supports all these data in 
MPTP-treated monkey but also demonstrates for the first time that the number of 
periglomerular cells expressing nNOS, CB, and CR is not altered as a consequence of 
MPTP treatment. 
In the quantitative analysis of the synaptic transmission along with the inhibitory and 
excitatory circuits, we have found some statistically significant differences in the 
comparison between control and parkinsonian macaques. In particular, we can 
conclude after our analysis that MPTP treatment affects the synaptic activity in the 
glomerular layer and the external plexiform layer. This study shows that the density of 
puncta expressing synaptophysin is significantly reduced in the olfactory bulb of 
macaque after MPTP treatment. In a similar way, the density of puncta expressing 
vesicular glutamate transporter type 1 (VGLUT 1) undergoes a statistically significant 
decrease after MPTP treatment. On the contrary, the GABAergic circuits of the 
olfactory bulb are not altered in parkinsonian monkeys. At least, no statistically 
significant changes have been observed when the density of puncta expressing 
glutamic acid descarboxylase (GAD) has been assessed in the olfactory bulb of MPTP-
treated and control monkeys. 
Parkinson disease is clearly associated with modified synaptic transmission at different 
levels within the olfactory pathway. Damage to both dopaminergic and non-
dopaminergic systems are linked to Parkinson disease-related olfactory dysfunction. 
Previous studies have shown that numerous neuromodulatory systems are 
significantly disrupted during the progress of the Parkinson disease or as a 
consequence of MPTP treatment. It is worth mentioning that, while the vast majority 
of these studies has focused on the analysis of different brain regions, none of them 
has assessed how these neuromodulatory systems can be affected in the proper 
olfactory bulb in pathological conditions. Among the neuromodulatory systems 
affected, both in Parkinson disease and experimental models of Parkinson disease, the 
following have been described: the colinergic system (degeneration of the basal nuclei 
Meynert, changes in cerebral cortex and a significant decrease of the colinergic inputs 
in the olfactory bulb), the serotonergic system (changes detected in dorsal raphe 
nuclei, caudate nucleus, entorhinal cortex, cingulate cortex, thalamus or 
hippocampus), and the noradrenergic system (locus coeruleus disrupted). 
Our study demonstrates that the innervation of the olfactory bulb by subcortical 
afferences is not altered in macaque after MPTP treatment. Using different markers to 
identify and analyze the cholinergic, the serotonergic, and the noradrenergic inputs 
throughout the olfactory bulb, we have found no significant changes in the general 
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distribution patterns of the staining fibers after the MPTP treatment. Likewise, the 
synaptic connectivity of cholinergic, serotonergic, and noradrenergic circuits have not 
suffered any change by MPTP treatment. With regard to the density of positive puncta 
expressing each marker in the olfactory bulb, no statistically significant differences 
were observed between MPTP-treated monkeys and control monkeys. 
Finally, numerous studies have analyzed alterations in different plasticity-related 
processes in several neurodegenerative disease, such as Parkinson disease. Their 
results demonstrate that adult neurogenesis is severely affected in animal models of 
Parkinson disease and postmortem studies. The polysialylated form of the neural cell 
adhesion molecule (PSA-NCAM) is a plasticity marker and is specially expressed by 
neural precursors migrating from the subventricular zone to the olfactory bulb. In our 
study, we have assessed whether the density of PSA-NCAM expressing puncta is 
modified in the olfactory bulb of MPTP-treated monkeys. Our results confirm that the 
density of PSA-NCAM expressing puncta is lower in the olfactory bulb of MPTP-treated 
monkeys than in the control ones. Therefore, our results are in agreement with others 
which show that neuronal plasticity is reduced in neurodegenerative diseases.  
This doctoral thesis shows for the first time the anatomical organization and the 
synaptic connectivity of the neuronal circuits that integrate the olfactory bulb of 
Macaca fasciculis. Moreover, this study also evaluates the possible alterations of the 
bulbar circuitry in a specific animal models of Parkinson disease. Our results reveal 
that the general connectivity pattern of neuronal circuits is preserved in the olfactory 
bulb of primates in comparison to rats. In addition, it is not qualitatively affected by 
MPTP treatment. Likewise, the synaptic connectivity patterns of cholinergic, 
serotonergic, and noradrenergic circuits are not modified in MPTP-treated monkeys 
either. Nevertheless, our data also show that the synaptic connectivity of neuronal 
circuitry of the olfactory bulb is indeed affected quantitatively. Our results 
demonstrate that MPTP treatment significantly decreases the density of puncta 
expressing synaptophysin and VGLUT 1 in the olfactory bulb of monkeys. MPTP 
treatment also reduces the expression of plasticity-related molecules in the olfactory 
bulb. In sum, data obtained from this extensive study can explain, at least in part, the 
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LISTA	  DE	  ABREVIATURAS	  
5-HT    Serotonina o 5-hidroxitriptamina 
6-OHDA   6-hidroxidopamina 
ABC    Avidina-Biotina peroxidasa 
BSA    Albúmina de suero bovino 
CB    Calbindina D-28k 
CR    Calretinina 
DAB-Ni   DAB-Niquel  
DAB    3,3’-diaminobencidina-4HCl 
DMSO   Dimetilsolfóxido 
dSAC    Células profundas de axón corto 
DβH   Dopamina beta-hidroxilasa 
EPL    Capa plexiforme externa 
ET    Células empenachadas externas 
GABA   Ácido γ-aminobutírico 
GAD 65/67   Ácido glutámico descarboxilasa –isoforma 65 y 67- 
GAD 67   Ácido glutámico descarboxilasa –isoforma 67- 
GCL    Capa de las células granulares 
GL    Capa de los glomérulos olfatorios 
GFP    Proteína fluorescente verde 
Gr    Células granulares 
H2O2   Peróxido de hidrógeno  
iEPL    Interneuronas de la capa plexiforme externa 
IPL    Capa plexiforme interna 
M    Células mitrales 
ME    Microscopía electrónica 
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1.1. LA ENFERMEDAD DE PARKINSON 
1.1.1 ASPECTOS GENERALES 
La enfermedad de Parkinson es un desorden neurodegenerativo crónico caracterizado 
por la degeneración selectiva de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra 
pars compacta (SNpc) y la disminución del contenido de dopamina estriatal. Aunque 
sus causas se desconocen, la pérdida de esta población neuronal es responsable de las 
graves manifestaciones motoras características del Parkinson (Hirsch et al. 1988; 
Fahn 2003). 
Actualmente, la enfermedad de Parkinson es la segunda enfermedad 
neurodegenerativa más común del planeta, afectando a un 1-2% de la población 
mayor de 60 años -un total de 6 millones de personas- según datos de la Asociación 
Europea de la Enfermedad de Parkinson (European Parkinson’s Disease Association: 
www.epda.eu.com). Por ello, su etiología sigue siendo uno de los principales focos de 
estudio, tanto desde el punto de vista clínico como científico. 
La enfermedad de Parkinson fue descrita por primera vez en 1817 cuando James 
Parkinson publicó “Essay on the shaking palsy” (“Parálisis temblorosa”) y, en aquel 
momento, fue clasificada como un trastorno puramente motor caracterizado por 
síntomas como: bradicinesia, rigidez, temblor en reposo y alteraciones de los reflejos 
posturales (Figura 1.1). Sin embargo, el sustrato anatómico de la enfermedad no fue 
descubierto hasta un siglo más tarde, cuando Konstantin Tretiakoff describió por 
primera vez la relación entre el parkinsonismo y la pérdida de neuronas de la SNpc 
que contienen neuromelanina (Tretiakoff 1919). 
En la actualidad, la enfermedad de Parkinson se engloba dentro del amplio espectro 
de síndromes relacionados con la proteína α-sinucleína. Estas enfermedades cursan, 
además de con una sintomatología motora, con un amplio abanico de alteraciones no 
motoras. Entre ellas podemos encontrar: alteraciones en los sistemas sensoriales 
(olfatorio, gustativo, visual), alteraciones en funciones cardiovasculares y gástricas, en 
el sueño, en la actividad de las glándulas sebáceas, en la cognición o alteraciones 
neuropsiquiátricas (Halliday et al. 2011; Doty 2012a, para una revisión).  
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Figura 1.1. Fotografía de James Parkinson (1755-1824) junto a la portada del artículo donde 
describió por primera vez la Enfermedad de Parkinson.  
Al igual que la destrucción de la ruta nigroestriatal explicaría las alteraciones motoras 
que aparecen en los estadios más avanzados de la enfermedad, esto es, cuando se ha 
alcanzado entre un 50% y un 70% de la muerte de las células dopaminérgicas de la 
SNpc (Fearnley & Lees 1991), una amplia patología extranigral podría ser responsable, 
al menos en parte, de la sintomatología pre-clínica que antecede a los síntomas 
motores (Braak et al. 2003). 
Para poder establecer un diagnóstico post mórtem de la enfermedad de Parkinson, 
tanto si ésta se encuentra en la fase pre-clínica como en la fase clínica, es necesario 
poder detectar la presencia de inclusiones o agregados específicos de α-sinucleína en 
el interior de las células. Estas inclusiones proteicas pueden desarrollarse en forma de 
husos o filamentos en los procesos celulares, lo que se conoce como neuritas de Lewy; 
o pueden localizarse en forma de agregados granulares o globulares en el pericarion 
de las neuronas, llamándose entonces cuerpos de Lewy (Lewy 1912; Pollanen et al. 
1993; Lowe 1994; Forno 1996).  
La proteína α-sinucleína, que en condiciones normales es soluble, en condiciones 
anómalas y en determinados tipos neuronales, se pliega adoptando una conformación 
anómala que le otorga cierta tendencia a formar agregados con otras moléculas de α-
sinucleína y algunas proteínas adicionales (sinfilina, neurofilamentos fosforilados, 
ubiquitina). Así, este conjunto de moléculas se transforma gradualmente dando lugar 
a las inclusiones o agregados insolubles que constituyen las neuritas y cuerpos de 
Lewy, y que son el sello distintivo de las alfasinucleinopatías. 
Estos agregados proteicos se forman en sitios de iniciación específicos y siempre son 
patológicos. Incluso cuando existe una ausencia total de síntomas clínicos detectables, 
no pueden ser considerados simples cambios inocuos como consecuencia de los 
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procesos de envejecimiento natural del organismo. De hecho, todas las neuronas 
alteradas en la enfermedad de Parkinson terminan desarrollando cuerpos y/o neuritas 
de Lewy, y su presencia está considera como marcador patológico de las etapas pre-
clínicas tempranas de la enfermedad de Parkinson. Es importante mencionar que, a 
pesar de la presencia de estas inclusiones proteicas citoplasmáticas, algunas neuronas 
pueden vivir durante largos periodos de tiempo, aunque probablemente dejen de ser 
funcionales bastante tiempo antes de su muerte (Braak et al. 2004). 
1.1.2 FASES DE LA ENFERMEDAD DE PARKINSON 
El cambio patológico que supone la formación de agregados proteicos intracelulares 
marca el punto de inflexión que implica el inicio del desarrollo de la enfermedad de 
Parkinson. El proceso patológico evoluciona topográficamente en una secuencia 
predecible de sucesos que tiene su origen en regiones del encéfalo concretas, como el 
núcleo motor dorsal del nervio vago y el bulbo olfatorio, y avanza extendiéndose 
paulatinamente por las regiones más vulnerables de la sustancia gris del cerebro. 
Además, durante su curso se produce un aumento constante de la gravedad de las 
lesiones intraneuronales (Braak et al. 2004). 
La enfermedad de Parkinson se divide en dos grandes fases desde el punto de vista 
clínico: fase pre-sintomática o pre-clínica y fase sintomática o clínica, siendo sólo en la 
segunda cuando aparece toda la sintomatología motora asociada a esta enfermedad 
(Wolters et al. 2000; Del Tredici et al. 2002; Braak et al. 2003). Sin embargo, desde 
una perspectiva histológica y  neuroanatómica, son seis los estadios que completan el 
proceso degenerativo de esta enfermedad, tal y como describieron Braak y sus 
colaboradores en 2004 (Figura 1.2) (Braak et al. 2004). Podemos resumir estos 
estadios brevemente: 
Estadios 1 y 2: En estos estadios ocurren las primeras lesiones. Éstas se dan 
simultáneamente en áreas encefálicas diferentes: núcleo motor dorsal del nervio vago, 
zona reticular intermedia, bulbo olfatorio, núcleo caudal del rafe, núcleo reticular 
gigantocelular y complejo ceruleus-subceruleus.  
En estos estadios más prematuros de la enfermedad, la patología en las regiones no 
relacionadas con la olfacción queda confinada al bulbo raquídeo  y al tegmento 
protuberancial (pontine tegmentum). 
Estadio 3: El proceso degenerativo alcanza la SNpc y se encuentran neuritas y cuerpos 
de Lewy en el interior de las neuronas de proyección mielínicas de esta región. Desde 
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el punto de vista macroscópico, este núcleo se encuentra intacto. Durante este 
estadio, la patología de los primeros núcleos afectados se agrava. 
Estadio 4: Aparecen los primeros agregados en una porción de la zona de transición 
entre la alocorteza y la neocorteza: mesocorteza anteromedial temporal (región 
transentorrinal). Además, se encuentran neuritas de Lewy en el asta de Ammon, lo 
cual es característico de los estadios avanzados de la enfermedad, y puede utilizarse 
como evidencia para su diagnóstico. 
Entre los estadios 3 y 4, la fase pre-sintomática o pre-clínica de la enfermedad de 
Parkinson da lugar a las manifestaciones clínicas del proceso neurodegenerativo. 
Estadios 5 y 6: El proceso degenerativo supera la SNpc y afecta gradualmente a toda 
la neocorteza, donde aparecen agregados patológicos en las áreas de asociación 
sensoriales y en la región prefrontal. Posteriormente, la lesión se extiende y agrava 
por el área premotora y las áreas de asociación sensorial de primer orden, hasta, en 
algunos casos, alcanzar las áreas sensoriales y motoras primarias.  
En estos dos últimos estadios, 5 y 6, los pacientes manifiestan todo el abanico de 
síntomas clínicos asociados a la enfermedad. Además, el daño que sufren los sistemas 
autónomo, límbico y somatomotor en la fase pre-clínica pueden agravarse como 
consecuencia del déficit funcional de parte de la corteza cerebral (Azuma et al. 2003). 
 
Figura 1.2. Diagrama 
y tabla resumiendo los 
estadios patológicos y 
las correspondientes re-
giones cerebrales altera-
das durante el transcur-
so de la enfermedad de 
Parkinson. Cada estadio 
incluye las alteraciones 
patológicas descritas en 
los estadios previos. 
Dibujos modificados y 
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1.2. MODELOS ANIMALES DE LA ENFERMEDAD DE 
PARKINSON 
El objetivo de todos los estudios que se han realizado sobre la enfermedad de 
Parkinson es generar conocimiento sobre la etiología de la enfermedad que sirva para 
prevenirla o, en última instancia, para desarrollar tratamientos que puedan detener la 
progresión del proceso degenerativo que sufren los pacientes. Para tener un 
conocimiento amplio y preciso de cuáles son las posibles causas de la enfermedad y 
de los procesos o mecanismos que están siendo afectados en su desarrollo, es de gran 
ayuda, no sólo el estudio de tejido humano procedente de autopsias de pacientes que 
sufren esta dolencia, sino también el empleo de modelos animales. En la actualidad 
existen varios modelos animales de esta enfermedad y la elección de uno de ellos 
depende del propósito final del estudio que se quiera plantear. 
Clásicamente, los modelos animales se engloban en dos categorías: aquellos que 
reproducen el mayor número de características de la enfermedad en cuestión, 
llamados “fidelity models”, y los que reproducen únicamente una característica 
particular de la enfermedad, llamados “discrimination models”. Estos últimos, a 
diferencia de lo que se pueda creer, son importantes porque ayudan a diferenciar los 
factores del proceso neurodegenerativo que pueden ser importantes de aquellos que 
no lo son (Russell & Burch 1959). Lo que se persigue con la utilización de modelos 
animales de experimentación es, principalmente, la destrucción selectiva de las 
neuronas dopaminérgicas de la SNpc para poder estudiar las causas del proceso 
degenerativo, sus consecuencias y/o ensayar estrategias terapéuticas que protejan o 
reviertan esta degeneración neuronal, además de tratar la propia sintomatología. 
A continuación, haremos una breve descripción de los principales modelos animales de 
experimentación disponibles para el estudio de la enfermedad de Parkinson. Estos 
modelos podemos agruparlos en tres categorías: 
• Modelos de animales transgénicos y knock-out. Éstos son utilizados para 
desentrañar la etiología de la enfermedad, es decir, su posible causa. 
• Modelos establecidos en cultivos celulares. Éstos simulan posibles condiciones 
causantes de la enfermedad de Parkinson y son utilizados para estudiar los 
mecanismos subyacentes y testar potenciales moléculas neuroprotectoras. 
• Modelos animales de Parkinson por intoxicación. Fundamentalmente, estos son 
usados para estudiar la patogenia de la enfermedad. Es decir, tratan de 
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desentrañar los distintos sucesos que tienen lugar desde que se lesiona la ruta 
nigroestriatal y comienza el proceso neurodegenerativo. 
Todos los modelos han contribuido a lo largo de los años a generar conocimiento 
acerca de la etiología, la patogenia o la fisiopatología de la enfermedad de Parkinson, 
además de ayudar al desarrollo de tratamientos cada vez más eficaces y seguros para 
los pacientes que sufren esta enfermedad. Para el desarrollo de esta Tesis Doctoral, 
hemos utilizado un modelo animal de Parkinson por intoxicación. 
Los modelos animales de Parkinson por intoxicación tienen en común que reproducen 
la neurodegeneración de las células dopaminérgicas de la SNpc. Sin embargo, 
dependiendo de la especie y la toxina con la que se trabaje se inducen daños de 
distinta magnitud. Utilizando estos modelos experimentales, la enfermedad de 
Parkinson puede ser reproducida a distintos niveles: histológico, molecular y 
conductual, dependiendo de cuál sea el objetivo del estudio (Bové & Perier 2012, para 
una revisión; Ros-Bernal et al. 2009, para una revisión). 
Entre los principales modelos animales por intoxicación encontramos los siguientes: 
1.2.1 PARKINSONISMO EXPERIMENTAL EN ROEDORES 
CAUSADO POR INTOXICACIÓN CON 6-HIDROXIDOPAMINA 
(6-OHDA) 
La 6-hidroxidopamina (6-OHDA) es la neurotoxina por excelencia para generar 
modelos de la enfermedad de Parkinson en ratas. Esta toxina daña las células 
catecolaminérgicas debido a su gran afinidad por los transportadores de 
catecolaminas. No obstante, para que sea efectiva, debe ser administrada mediante 
inyección intracraneal, ya que su capacidad para cruzar la barrera hematoencefálica es 
muy limitada. En este modelo experimental, dependiendo de cuál sea el sitio lesionado 
y la dosis de toxina utilizada, se pueden conseguir distintos perfiles de muerte 
neuronal. 
Cuando se lesiona unilateralmente la SNpc, se consigue una neurodegeneración de las 
células dopaminérgicas que supera el 90% y una pérdida completa de los niveles de 
dopamina del estriado. Utilizando este modelo de inyección, las neuronas afectadas no 
muestran una morfología característica de muerte apoptótica (Faull & Laverty 1969; 
Jeon et al. 1995). 
Por otro lado, si la lesión es provocada en el estriado, se produce una degeneración 
retrógrada de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc dependiente de la dosis. La 
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ventaja de este tipo de lesión es que permite obtener patrones de neurodegeneración 
parciales. Estos mimetizan los estadios iniciales de la enfermedad de Parkinson, donde 
aproximadamente la mitad de las células dopaminérgicas permanecen intactas. Así, 
gracias a la gradación de la lesión que se logra con este tipo de inyecciones, se 
consigue simular las diferentes fases de la progresión de la patología. En este caso se 
observa una morfología neuronal heterogénea donde sí se identifican características 
propias de muerte apoptótica (Marti et al. 1997; Martí et al. 2002). 
En este modelo, si la inyección de la neurotoxina es unilateral, no se produce muerte 
del animal. A diferencia de lo que ocurre cuando la inyección es bilateral, que provoca 
la muerte del animal. 
1.2.2 PARKINSONISMO EXPERIMENTAL POR INTOXICACIÓN 
CON 1-METIL-4-FENIL-1,2,3,6-TETRAHIDROPIRIDINA 
(MPTP) 
En 1983, Langston y sus colaboradores demostraron que la intoxicación con 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) (Figura 1.3) en humanos causaba un síndrome 
idéntico al provocado por la enfermedad de Parkinson desde el punto de vista 
semiológico (Langston et al. 1983). Más tarde, se demostró que ratones C57/bl6 y 
primates no humanos a los que se les administraban sistémicamente altas dosis de 
esta toxina también desarrollaban las alteraciones motoras y los cambios 
neuroquímicos propios de la enfermedad de Parkinson en humanos. Entre ellos 
destacan: la muerte selectiva de las células dopaminérgicas de la SNpc, una reducción 
de los niveles de dopamina en el estriado y alteraciones conductuales (Burns et al. 
1983; Heikkila et al. 1984). 
1.2.2.1 MPTP: MODO DE ACCIÓN 
Inyectada intravenosamente, la neurotoxina MPTP (Figura 1.3) cruza la barrera 
hematoencefálica en cuestión de segundos, gracias a su elevada afinidad por los 
lípidos (Riachi et al. 1989; Markey et al. 1984). Una vez en el cerebro, es convertida 
rápidamente en el ión 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP+) en las células gliales y en las 
neuronas serotoninérgicas. El ión MPP+ presenta un alta afinidad por el transportador 
de dopamina, accediendo rápidamente al interior de las células dopaminérgicas 
(Bezard et al. 1999; Javitch et al. 1985). Una vez dentro de estas neuronas, y 
mediante transporte pasivo, el ión MPP+ se acumula en la matriz mitocondrial donde 
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inhibe el complejo I mitocondrial, disminuyendo así los niveles de ATP y aumentando 
la producción de especies reactivas de oxígeno (Hoppel et al. 1987; Davey et al. 
1992). Además, tanto MPP+ como MPTP provocan la liberación masiva de dopamina, 
que se metaboliza por procesos de oxidación y aumenta el estrés oxidativo. De esta 
forma se producen todavía más especies reactivas de oxígeno que tienen efectos 
tóxicos y están implicadas en la degeneración neuronal que se observa en el modelo 







Figura 1.3. Estructura química de MPTP y MPP+. 
1.2.2.2 MODELO DE PARKINSONISMO INDUCIDO POR MPTP EN 
RATONES 
Este es uno de los modelos experimentales más empleados para estudiar los 
mecanismos moleculares implicados en la muerte celular que se da en la enfermedad 
de Parkinson, y para testar la efectividad de sustancias neuroprotectoras. Las ventajas 
que presenta trabajar con este modelo animal son muchas. En primer lugar, el manejo 
de ratones en el laboratorio, como animales de experimentación, es fácil y cómodo a 
la hora de realizar distintas manipulaciones, tales como inyecciones estereotáxicas, 
registros in vivo, etc. Además, ofrecen un amplio abanico de posibilidades de 
manipulación genética: transgénicos, KOs, etc. Otra gran ventaja es que la magnitud 
de la lesión y el grado de neurodegeneración provocado por la toxina depende del 
régimen de administración de ésta, de su dosis y de los intervalos de tiempo entre las 
inyecciones (Bové & Perier 2012, para una revisión). Actualmente, se utilizan dos tipos 
de administración principalmente: 
• Patrón de intoxicación “agudo” (Jackson-Lewis et al. 1995): Utilizado 
esencialmente para estudiar el papel de la inflamación asociado al proceso 
neurodegenerativo (Przedborski & Vila 2001; Przedborski & Vila 2003; Perier et 
al. 2012). Con este modelo se logra una destrucción del 70% de las neuronas 
dopaminérgicas de la SNpc y una reducción del 90% en los niveles de 
dopamina del estriado. La muerte neuronal es rápida, no implica mecanismos 
apoptóticos y está asociada a procesos inflamatorios. 
Introducción	  
	   	   11	  
• Patrón de intoxicación “no agudo” (Tatton & Kish 1997): Causa una 
neurodegeneración más progresiva y lenta que el régimen de inyección agudo 
y conlleva la muerte celular, al menos en parte, por rutas moleculares 
apoptóticas. Este patrón de intoxicación es utilizado principalmente para 
estudiar las rutas moleculares de la muerte neuronal (Przedborski & Vila 2001; 
Przedborski & Vila 2003; Perier et al. 2012). Con este modelo se alcanza un 
porcentaje menor de degeneración neuronal de la SNpc, entre un 30% y un 
40% de las células dopaminérgicas, y una caída del 40%-50% de los niveles de 
dopamina estriatales. 
1.2.2.3 MODELO DE PARKINSONISMO INDUCIDO POR MPTP EN 
PRIMATES NO HUMANOS 
Del mismo modo que ocurre en humanos, la inyección sistémica de MPTP en primates 
no humanos da lugar al desarrollo de un síndrome parkinsoniano que cursa con las 
mismas alteraciones motoras y los mismos cambios neuroquímicos que provoca la 
enfermedad de Parkinson en humanos (Bové & Perier 2012). Entre ellas encontramos: 
destrucción de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc (Burns et al. 1983), 
disminución de los niveles de dopamina estriatales (Pérez-Otaño et al. 1994) y un 
aumento significativo de las células dopaminérgicas en el bulbo olfatorio (Belzunegui 
et al. 2007). 
Este modelo es una potente herramienta para estudiar nuevas estrategias con las que 
tratar los síntomas motores y las complicaciones motoras relacionadas con el 
tratamiento con L-dopa que reciben muchos de los pacientes que sufren la 
enfermedad de Parkinson. También es utilizado para estudios de terapia génica 
(Hadaczek et al. 2010) y para estudiar algunos de los síntomas no-motores que están 
asociados a esta patología. 
Los primates utilizados en estos modelos son principalmente macacos, siendo Macaca 
fascicularis una de las especies más usadas. La principal ventaja que supone el 
empleo de estos animales de experimentación radica en el hecho de que al ser 
primates, manifiestan cierta similitud en aspectos conductuales, neuroanatómicos y en 
la disfunción del sistema dopaminérgico relacionada con la edad, cuando los 
comparamos con humanos (Collier et al. 2011; Collier et al. 2007; Eriksen et al. 
2009). De esta forma resulta mucho más fácil extrapolar a humanos los resultados 
obtenidos con este modelo. 
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A pesar de las considerables ventajas que supone el uso de primates como modelo 
animal, este modelo también presenta algunos inconvenientes. Entre ellos, se 
encuentra la distinta sensibilidad al tóxico que presenta cada animal individualmente y 
que también varía con el factor edad, ya que los animales viejos son más sensibles a 
la toxina que los jóvenes (Ovadia et al. 1995). Por último, hay que tener en cuenta la 
dificultad que supone la cría, el mantenimiento y la manipulación de estos animales en 
el laboratorio. En nuestro trabajo, hemos utilizado el modelo de intoxicación por MPTP 
en Macaca fascicularis. 
1.2.2.4 VENTAJAS DEL MODELO EXPERIMENTAL EN PRIMATES 
VERSUS TEJIDO HUMANO 
El último objetivo de cualquier estudio sobre una enfermedad humana es poder 
trasladar los conocimientos generados en el plano de la investigación básica o pre-
clínica a la práctica clínica, con el fin de prevenir, ralentizar, curar o, al menos, paliar 
la enfermedad. El modelo experimental de la enfermedad de Parkinson que hemos 
elegido para nuestro estudio ha sido el modelo de primates no humanos intoxicados 
con MPTP. La principal razón que justifica nuestra elección es que trabajar con 
primates facilita la extrapolación de los resultados a humanos, como se ha explicado 
anteriormente. 
Aunque podría pensarse que la utilización de tejido humano procedente de autopsias 
de individuos con la enfermedad de Parkinson siempre aporta datos más fiables para 
generar el conocimiento que permita, en última instancia, el avance en la práctica 
clínica, no siempre es así. Utilizar tejido procedente de un modelo animal, y no usar 
directamente tejido humano, supone algunas ventajas importantes. En primer lugar, 
es complicado disponer de suficiente material humano procedente de autopsias de 
individuos que hayan desarrollado la enfermedad. A pesar de esto, cuando se 
consigue el tejido necesario, el retraso post mórtem o la falta de una correcta fijación 
provoca un deterioro del tejido que dificulta o impide la realización de determinados 
estudios, sobre todo los análisis de conectividad que precisan del uso de microscopía 
electrónica. Otro inconveniente de trabajar con material humano directamente está 
relacionado con el hecho de que dicho tejido procede, en la mayoría de los casos, de 
individuos de avanzada edad que, normalmente, también han estado sometidos a 
diversos tratamientos farmacológicos que pudieron dilatarse durante largos periodos 
de tiempo que, en casi todos los casos, se prolongan hasta varios años. Esto puede 
generar una amplia variabilidad en cuanto a los resultados obtenidos entre los 
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diferentes casos clínicos, obligando a ser extremadamente cautos en el momento de la 
interpretación de los datos. 
1.3. RELACIÓN ENTRE EL BULBO OLFATORIO Y LA 
ENFERMEDAD DE PARKINSON 
En los últimos años, se ha demostrado que existe una clara asociación entre los 
primeros estadios de la enfermedad de Parkinson y la aparición de una significativa 
disfunción olfativa. La disfunción olfatoria afecta aproximadamente a un 90% de los 
casos de parkinsonismo esporádico y aparece siempre en los pacientes mucho antes 
que los primeros síntomas motores asociados a la enfermedad. Los estudios recientes 
que investigan la alteración olfativa asociada a la enfermedad de Parkinson evidencian 
su potencial como biomarcador de la progresión de la enfermedad y como indicador 
para su diagnóstico precoz, incluso antes de que la enfermedad alcance la fase clínica 
y comiencen a manifestarse las primeras anomalías motoras (Tissingh et al. 2001). 
Es lógico pensar que los cambios neuropatológicos que subyacen a la disrupción 
olfativa asociada a la enfermedad de Parkinson deban implicar a las áreas cerebrales 
olfatorias, es decir, el epitelio olfativo, el bulbo olfatorio y las cortezas olfatorias 
primarias y secundarias. Como se ha descrito en el apartado anterior, una de las 
primeras estructuras que se ve afectada por la enfermedad de Parkinson es el bulbo 
olfatorio, afectado en los estadios 1 y 2 de la enfermedad. El bulbo olfatorio es la 
región telencefálica que recibe directamente las aferencias sensoriales desde la 
cavidad nasal y, por tanto, donde tiene lugar el primer relevo sináptico de la 
información olfativa. Es lógico pensar que detrás de la pérdida de la capacidad 
olfatoria que sufren los enfermos de Parkinson subyazcan alteraciones en los circuitos 
neuronales del bulbo olfatorio. 
1.4. BULBO OLFATORIO 
1.4.1 ORGANIZACIÓN Y CARACTERÍSTICAS GENERALES DEL 
SISTEMA OLFATIVO 
Durante las últimas décadas, se ha generado una gran cantidad de información acerca 
de la neuroanatomía del sistema olfativo. En los mamíferos, el sistema olfativo está 
formado por un conjunto de estructuras anatómicas que se organizan en el telencéfalo 
a lo largo de su eje rostro-caudal de la siguiente manera (Figura 1.4_A). En primer 
Capítulo	  1	   	   	  
	   	  14	  
lugar encontramos la mucosa olfativa, localizada en la porción superior de la cavidad 
nasal, donde se encuentran los receptores olfatorios de la neuronas receptoras 
olfatorias que detectan las moléculas químicas volátiles, los odorantes. Estas 
neuronas, a través de sus axones no mielínicos, proyectan al bulbo olfatorio 
transmitiendo los estímulos olfativos recibidos. En el bulbo olfatorio, se procesa la 
información olfativa por primera vez y se elabora una respuesta que se envía, a través 
de los axones de las neuronas de proyección (células principales), a regiones 
superiores de la corteza cerebral, como el núcleo olfatorio anterior, el tubérculo 
olfatorio, el córtex piriforme o el córtex entorrinal entre otros. En estas áreas, la 
información es procesada por segunda vez y transmitida a distintas regiones del 
cerebro. Como vemos, la estructura del sistema olfatorio donde ocurre el primer 
relevo sináptico de la información olfativa es el bulbo olfatorio. La organización 
neuroanatómica del bulbo olfatorio se ha estudiado ampliamente en animales 
macrosmáticos. Concretamente, los animales más estudiados han sido rata y ratón, 
que han servido para poder trazar mapas muy detallados de la conectividad de sus 
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Figura 1.4. (A) Sistema olfatorio de roedores. Esquema de la cavidad nasal y la mitad más 
rostral del cerebro de la rata vista en una sección parasagital. Se observan las siguientes 
estructuras: los cornetes nasales (I-IV), protuberancias de hueso que se disponen de manera 
enrollada a lo largo de la cavidad nasal; el epitelio olfatorio, que reviste la superficie de los 
cornetes más profundos; los órganos vomeronasal y septal; el bulbo olfatorio principal y el 
accesorio. (B) Esquema general de la circuitería del bulbo olfatorio principal. Los axones de las 
neuronas receptoras olfatorias establecen sinapsis con las células principales (M/T) en el interior 
de los glomérulos olfatorios. Las neuronas receptoras olfatorias que expresan el mismo tipo de 
receptor, y por tanto son activadas por la misma molécula odorante, envían sus axones, de 
forma convergente, al mismo glomérulo olfatorio. Las neuronas que rodean cada glomérulo 
olfatorio se conocen como células yuxtaglomerulares, e incluyen a estos tres tipos celulares: 
células periglomerulares (PG), células empenachadas externas (no representadas en el dibujo) 
y células superficiales de axón corto (sSAC). Existen dos tipo de células de proyección, las 
células mitrales (M) y las células empenachadas (T), que proyectan sus axones a través de la 
capa plexiforme interna (IPL) hacia la corteza olfatoria. Las dendritas principales de las células 
mitrales y empenachadas están dirigidas hacia el interior de los glomérulos olfatorios, donde 
reciben contactos sinápticos desde el nervio olfatorio y establecen sinapsis recíprocas con las PG. 
Las dendritas secundarias de las células mitrales y empenachadas discurren por la capa 
plexiforme externa (EPL) y están implicadas en relaciones sinápticas con las células granulares 
(Gr), cuyos somas se localizan en la capa de las células granulares (GCL). Por todo el bulbo 
olfatorio hay además un conjunto de interneuronas que, dependiendo de su posición, se 
conocen como sSAC o células profundas de axón corto (no representadas en el esquema). 
Abreviaturas: EPL, capa plexiforme externa; GCL, capa de las células granulares; GL, capa de 
los glomérulos olfatorios; Gr, células granulares; IPL, capa plexiforme interna; M, células 
mitrales; MCL, capa de las células mitrales; ONL, capa del nervio olfatorio; PG, células 
periglomerulares; sSAC, células superficiales de axón corto; T, células empenachadas. 
Diagrama (A) modificado de (Shipley et al. 2004). Esquema (B) modificado de (Nagayama et 
al. 2014). 
1.4.2 CITOARQUITECTURA DEL BULBO OLFATORIO 
El bulbo olfatorio es una región paleocortical del cerebro que presenta una 
organización laminar sencilla estructurada en siete capas claramente distinguibles. 
Cada una de las capas presenta distintos tipos celulares, determinadas características 
anatómicas y unos patrones sinápticos particulares (Shepherd & Greer 1998; Shipley 
et al. 2004). Comenzando desde la superficie del bulbo olfatorio, y siguiendo una línea 
perpendicular a su laminación, encontramos las diferentes capas en el siguiente 
orden: capa del nervio olfatorio (ONL), capa de los glomérulos olfatorios (GL), capa 
plexiforme externa (EPL), capa de las células mitrales (MCL), capa plexiforme interna 
(IPL), capa de las células granulares (GCL) y capa de la sustancia blanca (WM). 
1.4.2.1 CAPA DEL NERVIO OLFATORIO 
La ONL es la capa más superficial del bulbo olfatorio. En ella se localizan los axones 
amielínicos de las neuronas receptoras sensoriales localizadas en la mucosa olfativa 
(Pinching & Powell 1971b; Ramón y Cajal 1911). Estos axones forman paquetes que, 
a su vez, son envueltos por glía envolvente. La glía envolvente está formada por un 
tipo particular de células gliales exclusivas del sistema olfatorio que ayudan a los 
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axones de las neuronas receptoras sensoriales a pasar del sistema nervioso periférico 
al central. Estas células presentan algunas características típicas de los astrocitos y 
otras típicas de las céluas de Schwann. Las células de la glía envolvente, además 
permiten el crecimiento de procesos axónicos y los guían para posibilitar el 
establecimiento de nuevas conexiones neuronales (Doucette et al. 1983; Doucette 
1984; Valverde 2003). 
1.4.2.2 CAPA DE LOS GLOMÉRULOS OLFATORIOS 
Inmediatamente por debajo del ONL encontramos la GL, donde tiene lugar el primer 
relevo sináptico de la información olfativa. Esta capa está formada por estructuras 
esféricas de neuropilo llamados glomérulos olfatorios, cuyas dimensiones oscilan entre 
80 y 160 µm en rata, aproximadamente (Shipley et al. 2004; Ramón y Cajal, 1890). 
Rodeando cada glomérulo olfatorio, y formando la región periglomerular, encontramos 
células gliales y los somas de las células yuxtaglomerulares. El término “célula 
yuxtaglomerular” engloba a tres tipos neuronales diferentes, que son: las células 
periglomerulares, las células superficiales de axón corto y las células empenachadas 
externas. 
Las células yuxtaglomerulares pueden clasificarse en dos grandes categorías: 
• Interneuronas. Dentro de esta categoría están las células periglomerulares y 
las células superficiales de axón corto. Las interneuronas son células 
inhibidoras y se caracterizan, en general, por realizar contactos sinápticos 
simétricos sobre sus dianas. 
• Neuronas principales o de proyección. Dentro de esta categoría están las 
células empenachadas externas. Como característica distintiva, estas neuronas 
son excitadoras y realizan contactos sinápticos asimétricos sobre sus dianas. 
1.4.2.2.1 Descripción de la circuitería del neuropilo de los glomérulos 
olfatorios 
El neuropilo glomerular está formado por cuatro elementos neuronales y por procesos 
gliales. Todos los elementos neuronales que aquí encontramos son: terminales 
axónicos procedentes de las neuronas receptoras sensoriales localizadas en la mucosa 
olfativa, procesos dendríticos de las células principales del bulbo olfatorio (células 
mitrales y células empenachadas), dendritas de las células periglomerulares y algunos 
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terminales axónicos de origen centrífugo (Pinching & Powell 1971b; Shepherd & Greer 
1998, para una revisión). 
El neuropilo de los glomérulos olfatorios se organiza en dos compartimentos 
claramente diferenciados y caracterizados por la presencia o no de nervio olfatorio 
(Kosaka et al. 1997; Chao et al. 1997; Kasowski et al. 1999). El primer 
compartimento, denominado “zona del nervio olfatorio” (Kosaka et al. 1997), también 
conocido como “compartimento sensorial” (Chao et al. 1997) o “compartimento 
axónico” (Kasowski et al. 1999), está integrado por terminales axónicos del nervio 
olfatorio y por dendritas de células principales y periglomerulares con las que el nervio 
olfatorio establece relaciones sinápticas. El otro compartimento, denominado “zona 
no-nervio olfatorio” (Kosaka et al. 1997), “compartimento sináptico” (Chao et al. 
1997) o “compartimento dendrítico” (Kasowski et al. 1999) se caracteriza por la 
ausencia de nervio olfatorio. Ambas zonas se encuentran físicamente separadas por la 
presencia de procesos de células gliales. No obstante, los compartimentos están 
altamente interdigitados en el interior glomerular. 
Formando el “compartimento sensorial” encontramos tres elementos neuronales: las 
porciones más distales de las dendritas de las células principales del bulbo olfatorio, 
procesos dendríticos de las células periglomerulares y terminales axónicos del nervio 
olfatorio. Además, hay que resaltar la ausencia de células gliales y de axones 
centrífugos en este compartimento. La conectividad sináptica que encontramos en 
este compartimento, podemos resumirla de la siguiente forma. Los terminales 
axónicos del nervio olfatorio establecen contactos sinápticos asimétricos sobre los 
procesos dendríticos de las células principales y las células periglomerulares (Pinching 
& Powell 1971b; Mori et al. 1983; Orona et al. 1984). Además, existen diversas 
relaciones sinápticas entre las células principales y las células periglomerulares. Estas 
conexiones se establecen bidireccionalmente, esto es, las dendritas de las células 
principales establecen contactos sinápticos asimétricos sobre las dendritas de las 
células periglomerulares y, a su vez, los procesos dendríticos de las células 
periglomerulares establecen contactos sinápticos simétricos sobre las dendritas de las 
células principales. En ocasiones, se establecen pares de contactos recíprocos entre 
las dendritas de ambas células. 
En el “compartimento sináptico”, caracterizado por la ausencia del nervio olfatorio, 
encontramos procesos dendríticos de las células principales y de las células 
periglomerulares, terminales axónicos de origen centrífugo y células gliales. Las 
relaciones sinápticas que existen entre las dendritas de las células principales y las de 
las células periglomerulares son idénticas a las que encontramos en el compartimento 
sensorial, con la salvedad de que en esta zona también existen contactos dendro-
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dendríticos entre las células periglomerulares. En cuanto a los axones de origen 
centrífugo, estos establecen contactos sinápticos, principalmente, con las células 
periglomerulares y, sólo esporádicamente, con las células principales (Pinching & 
Powell 1972; Kasa et al. 1995; Gracia-Llanes et al. 2010a, Gracia-Llanes et al. 
2010b). 
1.4.2.2.2 Interneuronas de la capa de los glomérulos olfatorios 
Células periglomerulares 
• Aspectos morfológicos y ultraestructurales de las células 
periglomerulares 
Cuando se analiza a microscopía óptica la GL, las células más abundantes son las 
células periglomerulares (Figura 1.5). Estas interneuronas presentan somas 
redondeados de pequeño tamaño (5-8µm) desde los que emergen dos tipos de 
procesos. Por un lado, emerge una dendrita principal que se extiende por el interior de 
un sólo glomérulo generalmente. Por el otro, aparece un axón que se extiende a lo 
largo de la región periglomerular. Desde que estas interneuronas fueron descritas por 
primera vez, ha existido controversia en cuanto a si tienen o no axón. Cajal describió, 
y Pinching y Powell no descartaron, la existencia de células periglomerulares 
anaxónicas. Más tarde, se demostró, mediante técnicas como las inyecciones 
intracelulares de biocitina o de moléculas fluorescentes, y mediante el uso de 
microscopía multifotónica, la existencia de células periglomerulares con axón y sin él 
(McQuiston & Katz 2001; Zhou et al. 2006; Gire & Schoppa 2009; Kosaka & Kosaka 
2011; Crespo et al. 2013, para una revisión).  
La dendrita que presentan estas células penetra y se extiende por el interior del 
glomérulo olfatorio, ocupando específicamente un territorio concreto del neuropilo 
glomerular (Shipley et al. 2004). A lo largo de esta dendrita es frecuente encontrar un 
gran número de apéndices. Éstos son de dos tipos: espinas, pequeñas prolongaciones 
citoplasmáticas especializadas en la recepción de contactos sinápticos; y gémulas, 
más grandes que las espinas, son elementos postsinápticos y también presinápticos 
(Figura 1.5_C) (Rall et al. 1966). Desde las gémulas, las dendritas de las células 
periglomerulares establecen contactos sinápticos simétricos sobre las dendritas de las 
células principales. Al mismo tiempo, reciben contactos sinápticos asimétricos desde 
las dendritas de las células principales. 
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La apariencia que presentan los troncos dendríticos de las células periglomerulares 
cuando son analizados a microscopía electrónica de transmisión es de perfiles 
irregulares en los que destaca la presencia de microtúbulos, retículo endoplasmático 
liso, mitocondrias, ribosomas y vesículas; estas últimas se encuentran principalmente 
agrupadas en las especializaciones sinápticas de las gémulas. Las vesículas sinápticas 
presentan el aspecto aplanado típico de las vesículas que contienen el 
neurotransmisor ácido gamma-aminobutírico (GABA) (Pinching & Powell 1971a). 
Como ya hemos nombrado, las células periglomerulares pueden o no presentar axón. 
Cuando cuentan con él, éste emerge del lado opuesto del soma del que surge la 
dendrita principal. En algunos casos, el axón es corto y se extiende a lo largo de los 
glomérulos adyacentes (Shipley et al. 2004) participando en circuitos de inhibición 
intraglomerular, tal y como apoyan varios estudios electrofisiológicos (Murphy et al. 
2005; Gire & Schoppa 2009). En otras ocasiones, el axón de estas células puede ser 
más largo y extenderse por el interior de glomérulos alejados, localizados desde a 100 
µm hasta 1 mm de distancia de su soma (Kosaka & Kosaka 2011; Kiyokage et al. 
2010) donde participan en circuitos de inhibición interglomerulares. En algunas 
ocasiones, las células periglomerulares emiten colaterales axónicas y es frecuente 
observar botones en passant a lo largo de toda la extensión de los axones. En cuanto 
a la ultraestructura de sus axones, en las porciones más proximales encontramos 
microtúbulos y diferentes orgánulos como: cuerpos multivesiculares, vesículas de 
núcleo denso, vesículas recubiertas y vesículas aplanadas. Por otra parte, en las 
porciones más terminales de estos axones encontramos abundantes vesículas 
sinápticas aplanadas y alguna otra, menos frecuente, de núcleo denso. Los contactos 
sinápticos que realizan estos terminales son contactos sinápticos simétricos sobre las 
dendritas de las células principales (Pinching & Powell 1971a). Tal como hemos visto, 
las células periglomerulares establecen relaciones sinápticas directamente con las 
células principales, y por eso son consideradas “interneuronas de primer orden”. 
El soma de las células periglomerulares presenta unas características 
ultraestructurales particulares. Muestra un núcleo irregular de gran tamaño que ocupa 
casi todo el interior de la célula. Además, cuenta con una distribución heterogénea de 
su cromatina y una envuelta nuclear con indentaciones, que permiten diferenciar 
fácilmente a las células periglomerulares del resto de tipos celulares de la GL. Los 
orgánulos se distribuyen a lo largo de la fina banda de citoplasma que se localiza 
rodeando el núcleo (Pinching & Powell 1971a). 
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Figura 1.5. Imágenes de células periglomerulares. (A y B) Glomérulo olfatorio y células 
periglomerulares marcadas con la técnica de Golgi. (C) Gémulas en las dendritas de las células 
periglomerulares. (D) Dibujo que muestra la morfología de una célula periglomerular. Esquema 
modificado a partir de (Pinching & Powell 1971a). 
• Clasificación neuroquímica de las células periglomerulares 
En los años 70, Pinching y Powel publicaron sus primeros estudios detallando las 
características morfológicas y la conectividad sináptica de las células periglomerulares. 
En ellos se describió a las células periglomerulares como una población homogénea de 
interneuronas, tanto en el plano neuroquímico como en el de su conectividad sináptica 
(Pinching & Powell 1971b; Pinching & Powell 1971a). Posteriormente, y gracias al uso 
de las técnicas inmunohistoquímicas, a su combinación con la microscopía electrónica 
y a la aplicación de técnicas de electrofisiología, se ha demostrado que esta población 
celular, aparentemente homogénea, no lo es en realidad. Las células periglomerulares 
pueden ser clasificadas en distintas poblaciones y subpoblaciones dependiendo de las 
características neuroquímicas y de la conectividad sináptica que presenten (Halász et 
al. 1985; Gall et al. 1987; Seroogy et al. 1989; Kosaka et al. 1997; Kosaka et al. 
1995; Kosaka et al. 1998; Kosaka et al. 1987; Toida et al. 1998; Toida et al. 2000; 
Rogers 1992; Puopolo & Belluzzi 1998). 
En primer lugar, las células periglomerulares pueden clasificarse en dos grandes 
grupos dependiendo de la distribución de sus dendritas por el neuropilo glomerular y 
de las relaciones sinápticas que establezcan con el nervio olfatorio (Figura 1.6). Por un 
lado, las células periglomerulares de tipo 1 se caracterizan por extender sus 
procesos dendríticos a lo largo de los dos compartimentos del neuropilo glomerular: 
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compartimento sináptico y compartimento sensorial. Estas células reciben contactos 
sinápticos asimétricos desde el nervio olfatorio. Por el contrario, las células 
periglomerulares de tipo 2 extienden sus dendritas por el compartimento sináptico 
exclusivamente, sin alcanzar nunca el compartimento sensorial; por lo tanto, estas 
células no reciben sinápsis desde los terminales axónicos del nervio olfatorio (Kosaka 
et al. 1997; Kosaka et al. 1998; Kosaka & Kosaka 2004; Toida et al. 1998; Toida et al. 
2000). 
En segundo lugar, y teniendo en cuenta la clasificación anterior, las células 
periglomerulares pueden ser clasificadas en distintas subpoblaciones dependiendo de 
sus características neuroquímicas. Por un lado, dentro de la población de células 
periglomerulares de tipo 1, encontramos dos subpoblaciones neuroquímicamente 
diferentes. Una expresa la enzima tirosina hidroxilasa (TH), enzima limitante de la 
síntesis de catecolaminas (Toida et al. 2000), mientras que la otra subpoblación 
expresa la isoforma neuronal de la sintasa del óxido nítrico (nNOS) y por tanto, 
sintetiza óxido nítrico (Crespo et al. 2003). Estas dos subpoblaciones tienen en común 
que también expresan el neurotransmisor inhibidor GABA. 
Por otro lado, las células periglomerulares de tipo 2 pueden clasificarse también en 
dos subpoblaciones. Cada una de ellas expresa una proteína ligante de calcio 
diferente; una de ellas expresa calbindina D-28k (CB) (Toida et al. 1998; Toida et al. 
2000), mientras que la otra contiene calretinina (CR). 
A pesar de todas las diferencias que existen entre los distintos tipos de células 
periglomerulares, una característica distintiva y común a todas estas interneuronas es 
que no pueden ser consideradas “interneuronas típicas”, puesto que todas ellas 
establecen contactos sinápticos dendro-dendríticos recíprocos con las células 
principales (Kosaka & Kosaka 2011; Crespo et al. 2013, para una revisión). 
El papel que las células periglomerulares pueden tener en la circuitería bulbar ha sido 
estudiado a lo largo de los últimos años (Kosaka & Kosaka 2008a; Kiyokage et al. 
2010; Kosaka & Kosaka 2011; Gire & Schoppa 2009). Según estos estudios, las 
células periglomerulares que extienden sus axones a lo largo de la GL más allá de 
500µm, e inervan glomérulos alejados de sus somas, garantizan conexiones 
interglomerulares y, por tanto, pueden estar contribuyendo a un tipo de inhibición 
lateral que permite potenciar la discriminación de diferentes odorantes. Por el 
contrario, las células periglomerulares anaxónicas, o con axones cortos que no se 
alejan de sus somas, participan exclusivamente en la circuitería de un único 
glomérulo. Estas interneuronas podrían estar mediando la inhibición dentro de un 
glomérulo, proporcionando un control bimodal “on/off” de la señalización glomerular. 
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Figura 1.6. Compartimentalización del neuropilo glomerular y distribución de las células 
periglomerulares de tipo 1 (PG1) y de tipo 2 (PG2). (A) Esquema de un glomérulo olfatorio 
rodeado por PG1 (rojas), cuyas dendritas se extienden tanto por el compartimento sináptico 
(verde) como por el compartimento sensorial (morado), y PG2 (azul), cuyas dendritas se 
extienden exclusivamente por el compartimento sináptico. (B) Relaciones sinápticas que 
mantienen las PG1 y PG2 en el interior de los glomérulos olfatorios. El nervio olfatorio (ON) 
contacta con dendritas de células principales (M/T, rosa) y de PG1, pero no con las dendritas de 
PG2. Las células principales establecen contactos sinápticos recíprocos con los dos tipos de 
células periglomerulares: PG1 y PG2. Abreviaturas: M/T, células principales (células 
mitrales/empenachadas); ON, nervio olfatorio; PG1, células periglomerulares de tipo 1; PG2, 
células periglomerulares de tipo 2. Diagrama modificado a partir de (Kosaka et al. 1998). 
Células superficiales de axón corto 
Localizadas en la región intermedia entre la GL y EPL, estas interneuronas expresan 
diferentes marcadores neuroquímicos como las proteínas ligantes de calcio 
parvalbúmina (PV), CR o CB, enzimas como la acetilcolinesterasa y la NADPH-
diaforasa (ND), y péptidos como el neuropéptido Y o el péptido intestinal vasoactivo 
(Gall et al. 1986; Scott et al. 1987; López-Mascaraque et al. 1989; López-Mascaraque 
et al. 1990; Briñón et al. 1992; Briñón et al. 1997; Crespo et al. 1995). 
Estas interneuronas presentan somas más grandes que las células periglomerulares 
(8-12µm de diámetro), ligeramente ovoides e irregulares de los que emergen robustas 
dendritas que discurren por la región periglomerular sin inervar el interior de los 
glomérulos olfatorios. Estas células pueden presentar dendritas varicosas, dendritas 
con espinas o dendritas prácticamente lisas. Cuando poseen espinas o varicosidades, 
éstas se acentúan en las porciones dendríticas más distales y, si las comparamos con 
las espinas y/o varicosidades que muestran las células periglomerulares, son mucho 
más escasas (Figura 1.7). Según el concepto clásico de interneurona de axón corto 
(Pinching & Powell 1971b; Pinching & Powell 1971c; Kosaka & Kosaka 2011), siempre 
se ha considerado que sus axones son relativamente cortos y rara vez alcanzan más 
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de uno o dos glomérulos de extensión. Sin embargo, estudios recientes han 
demostrado que existen células de axón corto que presentan morfologías diferentes a 
la descrita por Pinching y Powell. Se trata de una población de células superficiales de 
axón corto que expresan la enzima TH y extienden sus axones a través de largas 
distancias (1mm) hasta contactar con células periglomerulares que se encuentran 






















Figura 1.7. Células superficiales de axón corto. (A) Célula superficial de axón corto que 
presenta actividad ND. (B) Dibujos mostrando la heterogeneidad morfológica que pueden 
presentar las células superficiales de axón corto. Dibujos modificados de (Pinching & Powell 
1971a). 
Ultraestructuralmente, las células superficiales de axón corto muestran un núcleo 
pálido y un nuecleolo bien definido. En la envuelta nuclear se pueden ver 
indentaciones típicas de las interneuronas. Su citoplasma es electrolúcido y en él 
encontramos ribosomas y diversos orgánulos como mitocondrias y retículo 
endoplasmático rugoso. En la base de sus dendritas también encontramos algunos 
orgánulos citoplasmáticos típicos como el aparato de Golgi (Pinching & Powell 1971a) 
(Price & Powell 1970b). 
Como característica distintiva de estas interneuronas a nivel de circuitería, destaca 
que reciben contactos sinápticos asimétricos sobre su soma desde terminales axónicos 
que contienen vesículas sinápticas esféricas. También reciben sinapsis simétricas 
sobre su soma y porciones iniciales de sus dendritas desde terminales axónicos que 
contienen vesículas sinápticas aplanadas, aunque los contactos sinápticos asimétricos 
son más comunes (Pinching & Powell 1971a). Clásicamente, se ha considerado que las 
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células superficiales de axón corto inervan a las células periglomerulares, por lo que 
se consideran “interneuronas de segundo orden”. 
1.4.2.2.3 Células principales de la capa de los glomérulos olfatorios 
En la GL, encontramos uno de los dos tipos de neuronas principales del bulbo 
olfatorio: las células empenachadas externas. Éstas son las células de mayor tamaño 
que podemos encontrar en esta capa, con un soma que oscila entre 10 y 15 µm 
localizado la mayoría de las ocasiones en la porción más profunda de la misma, casi 
en contacto con la EPL. A microscopía electrónica, el soma de estas células muestra 
un aspecto electrolúcido y en él podemos encontrar un aparato de Golgi bien 
desarrollado, polirribosomas y abundante retículo endoplasmático rugoso. El núcleo, 
de aspecto más regular que el de las interneuronas, no presenta indentaciones y tiene 
un aspecto mucho más eucromático que el de las células periglomerulares. El nucleolo 
se aprecia muy bien en este tipo celular. 
Del soma de estas células emerge una dendrita apical que penetra dentro de un único 
glomérulo donde se ramifica profusamente. Estas dendritas presentan un aspecto 
varicoso que se acentúa a medida que se ramifican en el interior del glomérulo, y 
raramente presentan espinas (Figura 1.8_B). En cuanto a su ultraestructura, los 
perfiles dendríticos de estas neuronas son electrolúcidos y en ellos podemos observar 
la presencia de microtúbulos, retículo endoplasmático liso, ribosomas libres y 
mitocondrias. Además, se observan vesículas sinápticas esféricas que se concentran 
principalmente alrededor de las especializaciones sinápticas y algunas vesículas de 
núcleo denso. Las porciones terminales de estas dendritas presentan un diámetro de 
0,2 µm aproximadamente y se encuentran rodeadas por terminales axónicos del 
nervio olfatorio dentro del neuropilo glomerular. Estas células establecen contactos 
dendro-dendríticos con las células periglomerulares en el interior de los glomérulos 
olfatorios de la siguiente manera: establecen contactos sinápticos asimétricos sobre 
las células periglomerulares y reciben sinapsis simétricas desde las dendritas de estas 
interneuronas. 
Además de la dendrita apical, de estas células también emerge un axón. Éste aparece 
directamente del soma o de la porción inicial de la dendrita, y tras extenderse a lo 
largo de la región periglomerular, donde puede emitir colaterales, atraviesa 
perpendicularmente la EPL y la MCL y se dirige hacia la IPL. En la IPL los axones de 
estas células se organizan topográficamente de una forma muy compleja dando lugar 
a lo que se conoce como sistema de asociación intrabulbar (Schoenfeld & Macrides 
1984; Liu & Shipley 1994). Al igual que en sus dendritas, en los botones de sus 
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axones se observan vesículas sinápticas esféricas y vesículas de núcleo denso 
(Pinching & Powell 1971a). Los contactos sinápticos que establece este tipo neuronal, 
tanto desde sus dendritas como desde los axones, son asimétricos (Pinching & Powell 
1971b). Las células empenachadas del bulbo olfatorio expresan diferentes marcadores 
neuroquímicos como son el neuropéptido colecistoquinina (Liu & Shipley 1994) o la 
proteína ligante de calcio neurocalcina (Bastianelli et al. 1993; Briñón et al. 1998). 
1.4.2.3 CAPA PLEXIFORME EXTERNA 
Situada entre la GL y la MCL, la EPL se caracteriza por la presencia de un denso 
neuropilo formado principalmente por las dendritas de las células principales y las 
dendritas apicales de las células granulares, cuyos somas se localizan en niveles 
inferiores. No obstante, en esta capa también se encuentran distintos tipos 
neuronales, como son las células empechadas, las interneuronas de la EPL y algunas 
células gliales. 
1.4.2.3.1 Conectividad sináptica del neuropilo de la capa plexiforme 
externa 
Las relaciones sinápticas que tienen lugar en esta capa se establecen principalmente 
entre las dendritas de las células principales y las dendritas de distintas poblaciones 
de interneuronas. En primer lugar, aquí es donde se produce la inhibición lateral de las 
células principales, clave para la función de discriminar entre distintas moléculas 
odorantes (Rall et al. 1966; Yokoi et al. 1995; Shipley & Ennis 1996; Brennan & 
Keverne 1997; Shepherd & Greer 1998; Urban 2002; Saghatelyan et al. 2003; Egger 
et al. 2003). Esta inhibición es llevada a cabo por las gémulas de las dendritas 
apicales de las células granulares. Estas gémulas establecen contactos sinápticos 
simétricos sobre las dendritas y somas de las células principales. A su vez, las 
gémulas también reciben contactos sinápticos asimétricos desde los somas y dendritas 
de las células principales. En ocasiones, los contactos sinápticos forman pares 
recíprocos. Además de los contactos sinápticos entre las células granulares y las 
células principales, también encontramos relaciones sinápticas entre las interneuronas 
de la capa plexiforme externa y las células principales, como se describe en el 
siguiente apartado (1.4.2.3.2 Interneuronas de la capa plexiforme externa) (Hirata 
1964; Andres 1965; Rall et al. 1966; Price & Powell 1970b; Price & Powell 1970c; 
Toida et al. 1996; Crespo et al. 2001; Egger & Urban 2006). 
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1.4.2.3.2 Tipos celulares de la capa plexiforme externa 
Células empenachadas 
Como ya se ha dicho, las células empenachadas constituyen uno de los tipos de 
células principales del bulbo olfatorio. Estas células presentan una enorme variabilidad 
morfológica y un amplio patrón de distribución a lo largo de la EPL. 
Independientemente de su localización y forma, estas células presentan una dendrita 
apical que asciende perpendicular a la laminación del bulbo olfatorio y penetra en el 
interior de un único glomérulo olfatorio, donde se ramifica sucesivamente. Aparte de 
esta dendrita apical, pueden presentar dendritas secundarias que se extienden 
horizontalmente por la EPL (Figura 1.8) (Price & Powell 1970b; Shepherd 1972; 
Jackowski et al. 1978).  
En la EPL, encontramos varios tipos de células empenachadas que presentan distintas 
características morfológicas, neuroquímicas o electrofisiológicas, y que se pueden 
clasificar como: células empenachadas externas, medias o internas. De estos tres 
tipos, las de menor tamaño son las externas, que se encuentran en la interfase 
GL/EPL y presentan, como ya mencionamos anteriormente (1.4.2.2.3), un soma de 
10-15 µm aproximadamente (Figura 1.8_B). Mientras que las más grandes son las 
internas, que se localizan muy cerca de la MCL y presentan un soma que oscila entre 
15 y 18 µm (Pinching & Powell 1971a; Allison 1953; Andres 1965; Macrides & 
Schneider 1982; Mori et al. 1983; Orona et al. 1984; Shipley et al. 2004). El destino 
de las proyecciones axónicas de las células empenachadas es diferente dependiendo 
de qué tipo de célula empenachada se trate. Como ya ha sido descrito previamente, 
las células empenachadas externas proyectan sus axones a la IPL del propio bulbo 
olfatorio. Sin embargo, las células empenachadas medias e internas, aunque también 
emiten colaterales axónicas que se distribuyen por la IPL, proyectan sus axones a 
otras áreas fuera del bulbo olfatorio a través del tracto olfatorio lateral (Schoenfeld et 
al. 1985; Scott 1986; Scott et al. 1987). Las características ultraestructurales y 
neuroquímicas de las células empenachadas ya fueron descritas en el apartado 
anterior cuando se describió la GL (1.4.2.2.3). 
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Figura 1.8. Células empenachadas. (A) Célula empenachada localizada en la región media 
de la EPL, y marcada con la técnica de Golgi. Se puede observar cómo una de sus dendritas se 
ramifica por el interior de un glomérulo olfatorio. Se observa también la presencia del axón. (B) 
Dibujo de una célula empenachada externa modificado a partir de (Pinching & Powell 1971a). 
Interneuronas de la capa plexiforme externa 
Las interneuronas de la EPL fueron descritas por primera vez en 1891 por Van 
Gehuchten y Martin en su estudio del bulbo olfatorio de gato utilizando la técnica de 
Golgi. Por ello, en 1978 Schneider y Macrides, en sus estudios del bulbo olfatorio de 
hámster, acuñaron el término “células de Van Gehuchten” para designar a todas las 
interneuronas de la EPL. El uso de la técnica de Golgi permitió conocer que de estas 
interneuronas emergen distintos procesos, pero no se pudo clarificar si se trataba de 
procesos dendríticos o axónicos. De hecho, esta cuestión ha estado investigándose 
durante décadas y sigue siendo un asunto controvertido hasta la fecha. 
A finales del siglo XX se describió que esta población neuronal estaba formada por 
distintos tipos morfológicos, y todos ellos fueron englobados bajo el término de 
“interneuronas de la EPL” (López-Mascaraque et al. 1990; Kosaka et al. 1994). Dentro 
de esta población de interneuronas, podemos diferenciar distintos tipos celulares 
morfológicamente muy diferentes: células de Van Gehuchten (Van Gehuchten & Martin 
1891), células superficiales de axón corto, células multipolares (Kosaka et al. 1994), 
células horizontales y células satélite (López-Mascaraque et al. 1990). A pesar de la 
variedad morfológica, todas las interneuronas de la EPL tienen en común 
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características neuroquímicas, ultraestructurales y de conectividad sináptica. Además, 
todas utilizan GABA como neurotransmisor. 
Los somas de estas células, con tamaños de entre 12 y 17 µm, se localizan a lo largo 
y ancho de toda la EPL. De sus somas emergen procesos dendríticos en todas las 
direcciones sin una orientación determinada. Estos procesos se ramifican por toda la 
capa y, en ocasiones, son varicosos, aumentando el número de varicosidades a 
medida que su calibre disminuye con las sucesivas bifurcaciones. En algunas de estas 
prolongaciones también se han observado gémulas o espinas (Figura 1.9). 
En cuanto a su ultraestructura, las interneuronas de la EPL presentan una envuelta 
nuclear con indentaciones y un citoplasma electrolúcido en el que se diferencian 
distintos orgánulos, destacando el aparato de Golgi, que está bien desarrollado, y 
numerosas mitocondrias. Los perfiles dendríticos de estas interneuronas también 
presentan una elevada densidad de mitocondrias, sobre todo en las zonas 
presinápticas, lo cual es típico de neuronas GABAérgicas con rangos de disparo muy 
altos. 
Los estudios realizados durante las últimas dos décadas revelan que la mayoría de 
estas interneuronas carecen de terminales axónicos y establecen contactos sinápticos 
directamente desde las gémulas y varicosidades de sus dendritas (Kosaka et al. 1994; 
Toida et al. 1994; Toida et al. 1996). A diferencia de lo que se creía en los años 70, 
estas interneuronas no realizan contactos sinápticos inhibitorios sobre las dendritas 
periféricas de las células granulares, contribuyendo así a la desinhibición de las células 
principales (Price & Powell 1970d; Price & Powell 1970a; Schneider & Macrides 1978), 
sino que realizan contactos dendro-dendríticos recíprocos con las células principales, 
por lo que son consideradas “interneuronas de primer orden”. Al igual que las células 
periglomerulares y granulares, reciben contactos asimétricos desde las dendritas de 
las células principales del bulbo olfatorio y, a su vez, realizan sobre éstas contactos 
sinápticos simétricos (Toida et al. 1994; Toida et al. 1996; Crespo et al. 2001; Crespo 
et al. 2002). A diferencia de las células granulares, que están implicadas en la 
inhibición lateral de las células principales, se cree que estas interneuronas podrían 
estar más relacionadas con la inhibición perisomática de las propias células principales 
(células mitrales y/o empenachadas) (Crespo et al. 2002). Finalmente, el perfil 
neuroquímico que caracteriza a la mayor parte de las interneuronas de esta capa es la 
expresión de la proteína ligante de calcio PV o del péptico intestinal vasoactivo (López-
Mascaraque et al. 1989; Sanides-Kohlrausch & Wahle 1990; Kosaka et al. 1994; Toida 
et al. 1994; Toida et al. 1996; Crespo et al. 2001; Crespo et al. 2002; Kosaka & 
Kosaka 2008a). 
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Figura 1.9. Interneuronas de la EPL. (A) Imagen mostrando la variedad morfológica de las 
interneuronas positivas para PV de la EPL de rata. (B) Célula de Van Gehuchten marcada con la 
técnica de Golgi. (C) Dibujo de una interneurona de la EPL modificado a partir de (López-
Mascaraque et al. 1990). 
1.4.2.4 CAPA DE LAS CÉLULAS MITRALES 
Las células mitrales, junto con las células empenachadas, forman la población de 
células principales del bulbo olfatorio, que son las células de proyección encargadas de 
procesar la información olfativa que procede, a través del nervio olfatorio, de las 
neuronas receptoras sensoriales de la mucosa olfativa. 
Los somas de las células mitrales se localizan ordenadamente por debajo de la EPL 
formando la capa a la que le dan nombre. Desde el soma de la célula mitral, cuyo 
diámetro oscila entre 25 y 35 µm, sale una dendrita principal o apical, que discurre 
perpendicular a la laminación del bulbo olfatorio hasta penetrar en el neuropilo de un 
único glomérulo olfatorio, donde recibe contactos sinápticos asimétricos procedentes 
del nervio olfatorio y establece sinapsis dendro-dendríticas con las células 
periglomerulares (Golgi 1875; Ramón y Cajal 1911; Price & Powell 1970b; Pinching & 
Powell 1971a; Shepherd 1972; Scott 1986; Shipley et al. 2004). Además, las células 
mitrales también presentan dos dendritas laterales o secundarias que se extienden a 
través de la EPL paralelas a la laminación bulbar. Estas dendritas, que no muestran 
apenas ramificaciones, establecen relaciones sinápticas dendro-dendríticas con las 
células granulares y las interneuronas de la EPL, como ha sido descrito en el apartado 
anterior (1.4.2.3.2 Interneuronas de la capa plexiforme externa). 
Desde la parte opuesta del soma que da origen a la dendrita apical, nace el axón de 
las células mitrales. Éste está mielinizado en casi toda su extensión, excepto en su 
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porción más proximal y las porciones preterminales y terminales. Estos axones emiten 





















Figura 1.10. Células mitrales. (A y B) Células mitrales marcadas con la técnica de Golgi. 
Pueden observarse las dendritas secundarias y la dendrita apical que asciende 
perpendicularmente hacia los glomérulos olfatorios. (C) Dibujo representando células mitrales 
modificado de (Price & Powell 1970b). 
Como característica general, las células mitrales carecen de espinas dendríticas en su 
superficie, a diferencia de lo que ocurre con otras células principales como las células 
principales de la corteza cerebral. Utilizan como principal neurotransmisor el 
glutamato (Fuller & Price 1988), y establecien contactos sinápticos asimétricos 
(Isaacson & Strowbridge 1998). Las células mitrales pueden identificarse utilizando 
algunos marcadores neuroquímicos específicos como la proteína quelante de calcio CR 
(Kosaka et al. 1998). En cuanto a su ultraestructura, estas células son fáciles de 
identificar debido a su aspecto electrolúcido cuando se analizan con el microscopio 
electrónico de transmisión. Su núcleo presenta una envuelta nuclear sin 
invaginaciones, y su nucléolo es muy evidente. Entre los orgánulos que destacan en 
su citoplasma se encuentran un retículo endoplasmático rugoso muy bien desarrollado 
y microtúbulos bien organizados. 
Entre los dos tipos de células principales del bulbo olfatorio, células mitrales y 
empenachas, existen bastantes diferencias en cuanto a sus características 
electrofisiológicas (Nagayama et al. 2004), neuroquímicas, de localización dentro del 
bulbo olfatorio y de lugar de proyección de sus terminales axónicos (Shepherd & Greer 
1998, para una revisión). 
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1.4.2.5 CAPA PLEXIFORME INTERNA 
La IPL se localiza inmediatamente por debajo de la MCL. Esta delgada capa, formada 
principalmente por neuropilo, no es fácilmente delimitable en algunas ocasiones. Los 
elementos neuronales que la constituyen son: axones de las células de proyección del 
bulbo olfatorio, dendritas de las células granulares y axones de origen centrífugo. 
También podemos encontrar algunos somas de células granulares desplazadas o 
alguna célula profunda de axón corto. (Price & Powell 1970d; Shipley & Adamek 1984; 
McLean & Shipley 1987; McLean et al. 1989; Shipley et al. 2004). 
Es aquí donde se localiza el sistema de asociación intrabulbar que integran los 
terminales axónicos de las células empenachadas externas que establecen contactos 
sinápticos sobre las dendritas de las células granulares localizadas en la parte opuesta 
del mismo bulbo olfatorio (Schoenfeld & Macrides 1984; Liu & Shipley 1994). 
1.4.2.6 CAPA DE LAS CÉLULAS GRANULARES 
La GCL es la más profunda y extensa del bulbo olfatorio. En ella podemos encontrar 
dos tipos celulares: células granulares y células profundas de axón corto. 
1.4.2.6.1 Tipos celulares de la capa de las células granulares 
Células granulares 
Las células granulares son interneuronas redondeadas de tamaño pequeño (6-8 µm) y 
es el tipo celular más abundante del bulbo olfatorio. Las encontramos organizadas en 
grupos de entre 6 y 10 células que se orientan casi paralelamente a la laminación 
bulbar. Estas interneuronas, al igual que las células periglomerulares, son de “primer 
orden”, puesto que inhiben directamente a las células principales. Es frecuente 
encontrar alguna de estas interneuronas de forma aislada invadiendo capas 
adyacentes; estas células reciben el nombre de células granulares desplazadas y las 
podemos encontrar en la MCL, la IPL o en la WM. 
Desde los primeros estudios morfológicos de las células granulares, realizados por 
Camilo Golgi y Santiago Ramón y Cajal a finales del siglo XIX y principios del XX 
respectivamente, se demostró -y fue corroborado posteriormente- que este tipo 
neuronal carece de axón (Ramón y Cajal 1911; Valverde 1963). De su soma emergen 
dos o más pequeñas dendritas basales que se dirigen hacia las regiones más 
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profundas del bulbo olfatorio y se ramifican a lo largo de la GCL. De la parte opuesta 
del soma, emerge una dendrita apical, más gruesa y larga que las basales, que 
discurre perpendicularmente a la laminación del bulbo olfatorio hasta alcanzar la EPL, 
donde se ramifica y establece relaciones sinápticas dendro-dendríticas con las células 
principales (apartado 1.4.2.3.1). Las dendritas de las células granulares presentan 
especializaciones sinápticas, espinas y gémulas, donde reciben contactos sinápticos y 
desde donde realizan sinápsis (Figura 1.11) (Price & Powell 1970b; Price & Powell 




























Figura 1.11. Células granulares (A) Técnia de Golgi marcando las células granulares. (B) 
Dibujo modificado de (Price & Powell 1970c) mostrando la morfología de una célula granular. 
Estas interneuronas contienen núcleos grandes que ocupan casi todo el interior celular 
y presentan una envuelta nuclear con pequeñas invaginaciones. Además, se puede 
apreciar un nucleolo bien desarrollado en su interior. En cuanto a su citoplasma, éste 
queda relegado a un espacio estrecho que rodea al núcleo, y en él podemos encontrar 
algunos orgánulos como el aparato de Golgi en la base de la dendrita apical (Price & 
Powell 1970c; Shepherd & Greer 1998; Shepherd et al. 2007). Existen varios 
marcadores neuroquímicos con los que podemos diferenciar distintas poblaciones de 
células granulares. Entre ellos destacan: CB, CR y nNOS. 
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Células profundas de axón corto 
Este nombre hace referencia a todas aquellas interneuronas que no son células 
granulares pero se encuentran en las regiones inframitrales. Siguiendo criterios 
morfológicos, se han diferenciado hasta cuatro tipos de células profundas de axón 
corto: células verticales de Cajal, células de Golgi, células de Blanes y células 
horizontales (Figura 1.12) (Ramón y Cajal 1911; Kakuta et al. 1998; López-





















Figura 1.12. Células profundas de axón corto. (A) Dibujos modificados de (Price & Powell 
1970b) mostrando las distintas morfologías que pueden presentar las células profundas de axón 
corto. (B y C) Imágenes mostrando dos ejemplos de células profundas de axón corto en el 
bulbo olfatorio de la rata. 
Además de la heterogeneidad morfológica que muestran estas interneuronas, también 
es notable su heterogeneidad neuroquímica, que permite distinguir hasta tres 
subpoblaciones: 
I. Subpoblaciones que contienen proteínas quelantes de calcio: CB, CR y PV 
(Briñón et al. 1992; Kosaka et al. 1994; Bastianelli & Pochet 1995). 
II. Subpoblaciones que expresan neuropéptidos: somatostatina, colecistoquinina, 
neuropéptido Y y péptido intestinal vasoactivo (Gall et al. 1986; Seroogy et al. 
1989). 
III. Subpoblaciones que tienen actividades enzimáticas: NADPH-diaforasa y 
acetilcolinesterasa (Scott et al. 1987; Le Jeune & Jourdan 1994). 
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Aparte de la presencia de axón, son varias las características ultraestructurales que 
diferencian a las células profundas de axón corto de las células granulares. Entre ellas, 
destaca la presencia de un núcleo pálido con indentaciones, el elevado contenido de 
ribosomas en el citoplasma, el abundante retículo endoplasmático rugoso, un aparato 
de Golgi bien formado, la presencia de numerosas mitocondrias y de algún lisosoma 
(Price & Powell 1970b). A pesar de la alta variabilidad morfológica y neuroquímica que 
presentan las células profundas de axón corto entre sí, las características 
ultraestructurales son comunes a todas ellas. 
La conectividad sináptica de las células profundas de axón corto no está del todo clara 
a día de hoy. En un principio, se creía que estas interneuronas, a pesar de su 
variabilidad morfológica y neuroquímica, compartían un mismo patrón de conectividad 
sináptica. Esto es, se creía que todas eran “interneuronas de segundo orden” que 
inervaban e inhibían a las células granulares (Pressler & Strowbridge 2006). Sin 
embargo, estudios recientes han demostrado que no todas las células de axón corto 
comparten este patrón de conectividad. Nuestro grupo, por ejemplo, ha demostrado 
que, al menos, las células profundas de axón corto que expresan el péptido intestinal 
vasoactivo inervan selectivamente a otras subpoblaciones de interneuronas profundas 
de axón corto (Gracia-Llanes et al. 2003). La característica que sí que comparten 
todas las células profundas de axón corto, y que las diferencian de otras interneuronas 
del bulbo olfatorio como las células periglomerulares, las células granulares o las 
interneuronas de la EPL, es que no realizan contactos sinápticos desde sus dendritas. 
1.4.2.7 CAPA DE LA SUSTANCIA BLANCA 
La WM es la capa más profunda que encontramos en el bulbo olfatorio. En su interior 
se localizan mayoritariamente axones mielínicos que entran y salen del bulbo olfatorio, 
pero también podemos diferenciar algunos tipos neuronales. Entre ellos encontramos 
algunas células granulares y células profundas de axón corto. 
En esta región del bulbo olfatorio también podemos encontrar el extremo más rostral 
de la corriente migratoria rostral y restos del ventrículo olfatorio. En relación con la 
ruta migratoria rostral se pueden diferenciar hasta cuatro tipos celulares (Lois et al. 
1996; Doetsch et al. 1997). 
Células de tipo A: Son neuroblastos migrantes que forman cadenas asociadas a los 
vasos sanguíneos. Cuando son analizadas a microscopía electrónica de transmisión se 
observan numerosos  microtúbulos y ribosomas libres en su citoplasma, y un núcleo 
que presenta cromatina laxa y un poco de heterocromatina dispersa. Además se 
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encuentran  espacios intercelulares entre las diferentes células. Células de tipo B: 
Estas células expresan GFAP, envuelven a las células de tipo A y forman estructuras 
tubulares a lo largo de las cuales las células “tipo A” pueden migrar. Células de tipo C: 
Son células progenitoras inmaduras. A microscopía electrónica se diferencian porque 
muestran un aparato de Golgi bien formado y un nucleolo grande y reticulado. Por 
último, las células de tipo E son ependimocitos. Éstas son células muy electrolúcidas, 
con muchas mitocondrias y están en contacto con el ventrículo. 
1.5. MODULACIÓN DEL BULBO OLFATORIO -Aferencias- 
El bulbo olfatorio recibe un gran número de aferencias que proceden tanto de áreas 
corticales olfatorias como de áreas subcorticales del cerebro. Los distintos inputs que 
confluyen en el bulbo olfatorio se diferencian por su procedencia anatómica, 
características neuroquímicas y por la influencia que ejercen en el procesamiento de la 
información olfativa (Shipley et al. 2004). 
Entre la modulación procedente del córtex olfativo y la procedente de áreas 
subcorticales existe una diferencia notable: la primera modula expresamente 
funciones sensoriales olfatorias, mientras que la segunda es más general y se se 
extiende a lo largo y ancho de todo el sistema nervioso central (Shipley et al. 2004). 
Muchos estudios realizados en distintas especies de mamíferos, incluyendo conejo, 
gato, erizo, macaco, oveja y rata (Broadwell & Jacobowitz 1976; Dennis & Kerr 1976; 
Carmichael et al. 1994; Mohedano-Moriano et al. 2005; Lévy et al. 1999; de Olmos et 
al. 1978; Guevara-Aguilar et al. 1982), han demostrado que los dos sistemas de 
modulación que inervan el bulbo olfatorio (aferencias corticales y subcorticales) están 
bien conservados filogenéticamente (Lévy et al. 1999).  
Por una parte, las aferencias corticales que recibe el bulbo olfatorio proceden desde 
las siguientes estructuras: 
• Núcleo olfatorio anterior 
• Corteza piriforme 
• Tenia tecta 
• Tubérculo olfatorio 
• Córtex amigdalino 
• Corteza entorrinal 
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• Núcleo del tracto olfatorio lateral 
Por otra parte, los inputs subcorticales proceden de: 
• Núcleos del septum-banda diagonal de Broca 
• Núcleos dorsal y media del rafe  
• Locus coeruleus 
La inervación subcortical procedente del septum-banda diagonal de Broca proporciona 
aferencias colinérgicas y GABAérgicas. Los núcleos dorsal y medial del rafe 
proporcionan aferencias serotoninérgicas. Y, por último, el locus coeruleus proporciona 
aferencias noradrenérgicas. 
Muchos estudios han demostrado que estos sistemas de modulación se ven alterados 
en distintas áreas del cerebro en varios procesos neurodegenerativos, incluyendo la 
enfermedad de Parkinson, pudiendo dar una explicación parcial de algunos de los 
síntomas con los que cursa esta enfermedad neurodegenerativa (Doty 2012a, para 
una revisión). 
Hasta la fecha, la mayor parte de los estudios que relacionan la enfermedad de 
Parkinson y el bulbo olfatorio se han centrado en el análisis, desde diferentes puntos 
de vista, de los agregados proteicos de α-sinucleína que presentan las neuronas del 
bulbo olfatorio en el desarrollo de la enfermedad. Sin embargo, muy pocos trabajos se 
han ocupado de analizar si es posible que las células que integran los circuitos del 
bulbo olfatorio sufran alguna alteración neuroquímica, o de si la organización del 
neuropilo bulbar y su conectividad son susceptibles de sufrir cambios o alteraciones 
durante este proceso neurodegenerativo. 
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Considerando que uno de los primeros síntomas pre-motores en las fases más 
tempranas de la enfermedad de Parkinson es la pérdida parcial o total del sentido del 
olfato, parece lógico pensar que los circuitos neuronales del bulbo olfatorio puedan 
verse alterados desde los estadios más tempranos de esta patología.  
Muy pocos son los estudios realizados para intentar descubrir posibles anomalías en 
los circuitos del bulbo olfatorio en la enfermedad de Parkinson. Por ello, en esta Tesis 
Doctoral, nos hemos planteado estudiar la organización de los circuitos neuronales del 
bulbo olfatorio de macacos a los que se les ha inducido parkinsonismo, tratándolos 
con MPTP. Para abordar este estudio, primero ha sido necesario analizar 
detalladamente la organización de la circuitería del bulbo olfatorio de los macacos, ya 
que la gran mayoría de los estudios previos que describen la organización 
neuroanatómica del bulbo olfatorio de los mamíferos se centra en animales 
macrosmáticos, principalmente en roedores, y apenas existen datos sobre primates. 
Teniendo todo esto en cuenta, hemos planteado dos objetivos generales para la 
presente Tesis Doctoral: 
1. Estudiar la organización neuroanatómica y la conectividad de la circuitería 
neuronal del bulbo olfatorio de primates no humanos, tomando como 
modelo Macaca fascicularis. 
2. Analizar comparativamente la organización de los circuitos neuronales del 
bulbo olfatorio de macacos control y de macacos parkinsonianos, con el 
propósito de estudiar si dichos circuitos neuronales se encuentran alterados 
en los modelos experimentales de la enfermedad de Parkinson. 
Para conseguir estos objetivos generales, los objetivos específicos que planteamos son 
los siguientes: 
1.1. Analizar la citoarquitectura y quimioarquitectura del bulbo olfatorio de 
Macaca fascicularis para tener una visión general de su organización 
neuroanatómica. 
1.2. Estudiar pormenorizadamente la organización ultraestructural de cada 
una de las capas del bulbo olfatorio de Macaca fascicularis, utilizando 
microscopía electrónica estándar, a fin de dibujar un mapa detallado de 
la conectividad de sus circuitos neuronales.  
1.3. Caracterizar neuroquímicamente y estudiar la conectividad sináptica que 
presentan las distintas poblaciones de interneuronas que componen los 
circuitos del bulbo olfatorio de Macaca fascicularis. 
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2.1. Estudiar la organización neuroanatómica y las características 
neuroquímicas del bulbo olfatorio de macacos parkinsonianos, 
comparándolas con las de los animales control. 
2.2. Analizar la conectividad de los circuitos neuronales en las diferentes 
capas del bulbo olfatorio de macacos parkinsonianos para detectar 
posibles diferencias con respecto al patrón de conectividad que 
presentan los animales control. 
2.3. Comparar cuantitativamente el nivel de actividad sináptica de los 
circuitos neuronales excitadores e inhibidores del bulbo olfatorio de los 
animales control y los parkinsonianos. 
2.4. Estudiar los circuitos de modulación subcortical colinérgicos, 
serotoninérgicos y noradrenérgicos en el bulbo olfatorio de Macaca 
fascicularis, comparando los de los macacos control con los de los 
parkinsonianos. 
2.5. Analizar comparativamente la expresión de algún marcador de 
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3.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN 
Para el desarrollo de esta Tesis Doctoral se han utilizado como animales 
experimentales primates no humanos de la especie Macaca fascicularis. De forma 
puntual, en algunos experimentos, también se han utilizado ratas albinas de la cepa 
Wistar (Rattus norvegicus). 
Todos los procedimientos, cuidado y manipulación de los animales fueron llevados a 
cabo siguiendo la normativa europea: European Parliament and the Council of the 
European Union Directive (2010/63/EU y 86/609/EEC) y de acuerdo a la legislación 
española para el uso y cuidado de los animales de experimentación (Real decreto 
1201/2005). Además, el diseño experimental que atañe a los macacos fue aprobado 
por el Comité Ético para la Evaluación de Animales de la Universidad de Navarra (ref: 
009-12). La estabulación, manipulación y sacrificio de los primates se llevó a cabo en la 
Universidad de Navarra.  
3.1.1 Macaca fascicularis 
Todo el tejido procedente de Macaca fascicularis utilizado en este trabajo ha sido 
cedido por el grupo del Dr. José Luis Lanciego del Centro de Investigación Medica 
Aplicada (CIMA) de la Universidad de Navarra. 
Los animales, estabulados y manipulados en los espacios habilitados para ello en la 
Universidad de Navarra, fueron exclusivamente machos adultos cuyo peso oscilaba 
entre 3.8 y 4.5 kg. De un total de 16 animales, 8 de ellos no recibieron ningún tipo de 
tratamiento, siendo considerados como grupo control. A los otros 8 se les administró 
la neurotoxina MPTP (Sigma) de forma sistémica por inyección intravenosa, 
constituyendo el grupo experimental de animales parkinsonianos. 
3.1.2 Rattus norvegicus 
El peso de los animales adultos utilizados osciló entre 325 g y 450 g, y sus edades 
estaban comprendidas entre los 4 y 6 meses. Todos ellos fueron estabulados en el 
animalario de la Universidad de Valencia en las siguientes condiciones: ciclos de 
luz/oscuridad de 12h, temperatura de 20ºC y un suministro de agua y comida ad 
libitum durante todo el tiempo de su estabulación. Estos animales no recibieron 
ningún tratamiento, fueron usados como animales control en algunos estudios 
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neuroanatómicos para poder comparar datos con los de Macaca fascicularis. Dos días 
antes de su sacrificio por perfusión intracardiaca, los animales fueron trasladados al 
laboratorio para que se habituaran y no sufrieran ningún tipo de estrés que pudiese 
interferir posteriormente en los resultados. 
3.2 TRATAMIENTO CON MPTP EN Macaca fascicularis 
La neurotoxina MPTP fue administrada intravenosamente, en una concentración de 0.2 
mg/kg. El régimen de administración fue de una inyección semanal hasta que los 
animales alcanzaron un síndrome parkinsoniano estable. Dos observadores externos, 
ajenos al experimento, fueron los encargados de evaluar la severidad del 
parkinsonismo inducido por la toxina utilizando la escala de valoración clínica para 
monos parkinsonianos (Kurlan et al. 1991), donde la máxima puntuación es 29. Los 
monos tratados con MPTP que hemos utilizado en este trabajo alcanzaron una 
puntuación estable entre los 21 y 25 puntos. Una vez desarrollaron un parkinsonismo 
estable, se les dejó de administrar el neurotóxico durante dos meses. Durante ese 
periodo de tiempo se realizaron evaluaciones regulares que confirmaron que los 
animales manifestaban un parkinsonismo estable, en torno a los 21 puntos, y no se 
recuperaban de forma espontánea. Transcurridos los dos meses, y seguros de que los 
animales sufrían parkinsonismo inducido estable, se procedió a su sacrificio mediante 
perfusión intracardiaca y a la disección del cerebro, tal y como aparece descrito en el 
siguiente apartado (3.3.1). 
La extensión de la depleción dopaminérgica provocada por MPTP fue confirmada post 
mórtem mediante técnicas inmunohistoquímicas para la detección de la enzima TH, 
como describen Rico y colaboradores (2010) y Conte-Perales y colaboradores (2011). 
Una vez fue comprobado que los monos tratados con MPTP mostraban una depleción 
de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc, los bulbos olfatorios de esos animales 
fueron enviados a nuestro laboratorio para ser procesados y analizados como se 
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3.3 PROCESAMIENTO HISTOLÓGICO 
3.3.1 PERFUSIÓN INTRACARDÍACA Y MICROTOMÍA –MONO 
Los animales fueron anestesiados con una sobredosis de hidrato de cloral al 10% y 
sometidos a una perfusión intracardiaca con la ayuda de una bomba peristáltica. Las 
soluciones utilizadas en la perfusión fueron, por orden:  
• Solución salina de Ringer. 
• 3 litros de la solución fijadora (paraformadehído al 4% y glutaraldehído al 0.3% 
en tampón fosfato 0.125M pH 7.4). 
• 1 litro  de solución crioprotectora con glicerol al 10% y dimetilsulfóxido (DMSO) 
al 1% en tampón fosfato 0.125M, pH 7.4. 
Cuando finalizó la perfusión, se procedió a la extracción del cerebro y se mantuvo 
durante 48h en una solución crioprotectora con glicerol al 20% y DMSO al 2% en 
tampón fosfato 0.125M, pH 7.4. Los bulbos olfatorios fueron extraídos con mucho 
cuidado de las cavidades donde se alojan en la lámina cribosa del hueso etmoides y 
enviados a nuestro laboratorio sumergidos en tampón fosfato 0.1M pH 7.4 (PB) a 4ºC. 
Todas las soluciones utilizadas para la perfusión y crioprotección del tejido fueron 
tratadas con dietilpirocarbonato y autoclavadas antes de ser utilizadas. 
En nuestro laboratorio, los bulbos olfatorios de macaco que recibimos fueron lavados 
con PB (4ºC), encastrados en una solución de agar al 4% (Bacteriological agar. 
Sigma-Aldrich) en agua destilada y cortados con el vibratomo (Leica VT 1000E, Leica, 
Nussloch, Germany) para obtener secciones coronales y sagitales de 50 µm de grosor. 
Las secciones flotantes fueron recogidas en 4 subseries y guardadas en PB con azida 
sódica al 0.05% a 4ºC hasta su uso. 
3.3.2 PERFUSIÓN INTRACARDÍACA Y MICROTOMÍA –RATA 
Todas las ratas utilizadas para este trabajo fueron sacrificadas mediante perfusión 
intracardíaca y el tejido fue fijado con distintas soluciones fijadoras. 
Dependiendo del tipo de estudio que se llevó a cabo en cada experimento, las 
soluciones fijadoras utilizadas variaron entre: 
• Solución fijadora A: paraformaldehído al 4% y ácido pícrico al 15% en PB. 
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• Solución fijadora B: paraformaldehído al 4%, glutaraldehído al 0.5% y Ácido 
Pícrico al 15% en PB. 
• Solución fijadora C: paraformaldehído al 4% y glutaraldehído al 2% en PB. 
• Solución fijadora D: paraformaldehído al 4%, glutaraldehído al 1% y ácido 
pícrico al 15% en PB. 
La solución fijadora A se utilizó en aquellos animales cuyo tejido fue empleado para 
realizar tinciones de Nissl, técnicas histoquímicas de la ND y técnicas 
inmunocitoquímicas  destinadas exclusivamente al análisis de miscroscopía óptica. La 
solución fijadora B se utilizó en los animales destinados para las técnicas 
inmunocitoquímicas cuyo análisis requería el uso de microscopía electrónica. Por 
último, las soluciones fijadoras C y D se utilizaron en los animales destinados a 
microscopía electrónica estándar (Tabla 3.1). 
 





Microscopía de fluorescencia 
Microscopía confocal 
B Inmunohistoquímicas Microscopía electrónica 
C y D - Microscopía electrónica Estándar 
 
Tabla 3.1. Tabla resumen de las soluciones fijadoras empleadas en la perfusión 
intracardiaca de la rata. 
Antes de la perfusión, los animales fueron anestesiados profundamente mediante una 
inyección intraperitoneal de hidrato de cloral al 4% en solución salina al 0,9% (dosis: 
1ml/100g peso). Tras comprobar la ausencia de cualquier movimiento reflejo de los 
animales, se procedió a la perfusión intracardiaca con la ayuda de una bomba 
peristáltica. Primero se introdujo un volumen de 20 ml de solución salina al 0.9% en el 
sistema circulatorio del animal para eliminar la sangre y evitar la formación de 
coágulos sanguíneos y, posteriormente, 500 ml de la correspondiente mezcla fijadora. 
Treinta minutos después de la perfusión, los cerebros fueron extraídos y los bulbos 
olfatorios diseccionados y separados. 
Los bulbos olfatorios fueron lavados con PB (4ºC), encastrados en una solución de 
agar al 4% en agua destilada y cortados con el vibratomo para obtener secciones 
coronales y sagitales de 50 µm de grosor. Las secciones flotantes fueron recogidas en 
4 subseries y guardadas en PB con azida sódica al 0.05% a 4ºC hasta su uso. 
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3.4 TINCIONES CONVENCIONALES 
3.4.1 TINCIÓN DE NISSL CON VIOLETA DE CRESILO 
Para estudiar la organización anatómica del bulbo olfatorio, en rata y macaco, se llevó 
a cabo una tinción convencional de Nissl sobre secciones flotantes. Para ello, las 
secciones fueron montadas de manera seriada –rostrocaudalemente- sobre 
portaobjetos gelatinizados. Una vez montadas, se dejaron secar a temperatura 
ambiente y fueron deshidratadas con etanol absoluto y deslipidizadas con xilol. 
Seguidamente, el tejido fue hidratado, empleando una batería de alcoholes de 
gradación decreciente, y teñido con violeta de cresilo (0.1% en tampón acetato pH 
3.5). Finalmente, la tinción se diferenció con etanol de 96º y las secciones fueron 
deshidratadas de nuevo con alcoholes, aclaradas con xilol y montadas con Eukitt 
(Anexo (I)_Protocolos 9.1). 
3.4.2 TINCIÓN CON AZUL DE TOLUIDINA-BORAX  
Esta tinción se realizó sobre secciones semifinas (0.5-1 µm de grosor) de tejido 
previamente incluido en resinas epoxi. La finalidad es poder controlar, a microscopía 
óptica, en qué nivel del tejido nos encontramos cuando vamos a cortar con el 
ultramicrotomo (modelo EM UC6, Leica) las secciones ultrafinas que analizaremos 
posteriormente a microscopía electrónica.  
Tras haber obtenido las secciones semifinas, éstas fueron recogidas y montadas sobre 
una gota de agua destilada en un portaobjetos gelatinizado. Cuando las secciones se 
adhirieron al portaobjetos por evaporación del agua destilada –al colocar el 
portaobjetos sobre una placa calefactora a 60ºC- se realizó la tinción con azul de 
toluidina-borax (azul de toluidina al 0.5% y tetraborato sódico al 1%) durante 30 
segundos a 60ºC. Finalmente, las secciones fueron lavadas con agua destilada y 
observadas al microscopio óptico. El uso de borax, junto con las altas temperaturas, 
permite eliminar los grupos hidrófobos de la resina epoxi expuestos en la superficie de 
la sección y posibilita así la adhesión del colorante al tejido. 
 
 
Capítulo	  3	   	   	  
	   	  48	  
3.5 DETECCIÓN HISTOQUÍMICA DE LA ACTIVIDAD 
ENZIMÁTICA NADPH-DIAFORASA 
En tejidos fijados con aldehídos, esta técnica permite marcar exclusivamente aquellas 
neuronas que expresan la enzima nNOS, y que por tanto sintetizan óxido nítrico 
(Alonso et al. 1995).  
Para llevar a cabo la técnica fueron necesarios los siguientes componentes: 
• Azul de nitrotetrazolio (NBT; 75 mg/ml en simetilformamida al 70%): 
compuesto fácilmente reducible que actúa como sustrato artificial de la enzima. 
• Sal tetrasódica de β-NADPH (100mg/ml en agua): actúa como coenzima. 
• Tampón Tris-HCL 0.1M a pH 8. 
La enzima NADPH-diaforasa reduce el sustrato artificial NBT oxidando para ello al 
coenzima NADPH. Al reducirse, el NBT se convierte en formazán, que precipita y es 
fácilemente detectable a microscopía óptica por su color azul intenso. Finalmente, las 
secciones fueron deshidratadas con una batería de alcoholes de gradación creciente, 
aclaradas con xilol y montadas con Eukitt para su análisis a microscopía óptica. 
(Anexo (I)_Protocolos 9.2) 
3.6  TÉCNICAS INMUNOHISTOQUÍMICAS 
Todos los anticuerpos utilizados en esta Tesis Doctoral para las técnicas 
inmunohistoquímicas, así como las diluciones y condiciones en que se emplearon, se 
incluyen en la Tabla 3.2 y en la Tabla 3.3. Todas las secciones destinadas a un mismo 
experimento fueron procesadas y analizadas al mismo tiempo para garantizar la 
máxima homogeneidad posible. Para evitar sesgos, las preparaciones destinadas a los 
análisis cuantitativos comparativos entre animales control y animales parkinsonianos 
fueron codificadas al inicio del experimento y el código no fue revelado hasta que el 
análisis hubo finalizado. 
Las técnicas inmunohistoquímicas se analizaron con microscopía óptica convencional, 
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Anticuerpos	  
primarios	   Hospedador	   Isotipo	   Dilución	   Incubación	   Casa	  comercial	  
Método	  
detección	   Animal	  
Anti-­‐5-­‐HT	   Conejo	   IgG	   1:3000	   48h	  4ºC	   Affiniti	  #SZ1021	   ABC	  (MO/ME)	  Fluorescencia	   Mono	  
Anti-­‐CB	   Conejo	   IgG	   1:5000	   48h	  4ºC	   Swant	  #CB-­‐38a	   ABC	  (MO/ME)	   Mono	  
Anti-­‐CB	   Ratón	   IgG	   1:500	   48h	  4ºC	   Swant	  #300	   Fluorescencia	   Mono	  





Anti-­‐CR	   Ratón	   IgG	   1:2000	   48h	  4ºC	   Swant	  #6B3	   Fluorescencia	   Mono	  
Anti-­‐DβH*	   Conejo	   IgG	   1:800	   48h	  4ºC	   Enzo	  #DZ1020	  
ABC	  (MO)	  
Fluorescencia	   Mono	  
Anti-­‐GABA	   Conejo	   IgG	   1:2500	   24h	  4ºC	   Sigma-­‐Alcrich	  #A2052	  
Oro	  coloidal	  
ME	   Rata	  
Anti-­‐GAD	  
67	   Ratón	   IgG	   1:1000	   24h	  25ºC	  
Merck-­‐Millipore	  
#MAB5406	   Fluorescencia	   Rata	  
Anti-­‐GAD	  
65/67	   Conejo	   IgG	   1:1000	   48h	  4ºC	  
Merck-­‐Millipore	  
#AB1511	   Fluorescencia	   Mono	  
Anti-­‐nNOS	   Ratón	   IgG	   1:500	   48h	  4ºC	   Sigma-­‐Aldrich	  #N2280	   Fluorescencia	   Mono	  
Anti-­‐nNOS	   Conejo	   IgG	   1:1000	   48h	  4ºC	   Merck-­‐Millipore	  #AB5380	   ABC	  (MO/ME)	   Mono	  
Anti-­‐PSA-­‐
NCAM*	   Ratón	   IgM	   1:700	   48h	  4ºC	  
AbCys	  
#AbC0019	   Fluorescencia	   Mono	  
Anti-­‐PV	   Conejo	   IgG	   1:5000	   24h	  25ºC	   Swant	  #PV-­‐28	   Fluorescencia	   Rata	  
Anti-­‐SYN	   Ratón	   IgG	   1:500	   48h	  4ºC	   Sigma-­‐Aldrich	  #S5768	   Fluorescencia	   Mono	  




Fluoresciencia	   Rata	  






















VGLUT1	   Guinea	  Pig	   IgG	   1:2000	   48h	  4ºC	  
Merck-­‐Millipore	  
#AB5905	   Fluorescencia	  
Mono	  
	  	  
*	  Requerimientos	  especiales	  de	   los	  anticuerpos.	  Anti-­‐DβH:	   requiere	   la	  utilización	  de	  Triton	  X-­‐100	  al	  0.2%.	  
Esto	  impide	  su	  utlización	  para	  ME.	  Anti-­‐PSA-­‐NCAM:	  requiere	  un	  procesamiento	  de	  desenmascaramiento	  de	  
epítopos	  (Esto	  se	  puede	  ver	  en	  el	  Anexo	  (I)_Protocolos	  9.5	  ).	  
Tabla 3.2. Anticuerpos utilizados en las técnicas inmunohistoquímicas. Abreviaturas: 5-HT, 
serotonina o 5-hidroxitriptamina; ABC, método avidina-biotina peroxidasa, CB, calbindina D-
28k; CR, calretinina; DAB/DAB-Ni, método DAB/DAB-niquel; DβH, dopamina β-hidroxilasa; 
GABA, ácido gamma-aminobutírico; GAD 67, ácido glutámico descarboxilasa –isoforma 67-; 
GAD 65/67, ácido glutámico descarboxilasa –isoforma 65 y 67-; ME, microscopía electrónica; 
MO, microscopía óptica; nNOS, isoforma neuronal de la sintasa del óxido nítrico; PSA-NCAM, 
forma polisializada de la molécula de adhesión celular neural; PV, parvalbumina; SYN, 
sinaptofisina; TH, tirosina hidroxilasa; VAChT, transportador vesicular de la acetilcolina; VGLUT 
1, transportador vesicular de glutamato 1. 
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con	   Dilución	   Incubación	   Casa	  comercial	  
Método	  
detección	   Animal	  
Anti-­‐Cabra	  








IgG	   Burro	  
Alexa	  
Fluor®	  488	  






Fluores.	   Mono	  
Anti-­‐Cobaya	  
IgG	   Cabra	  
Alexa	  
Fluor®	  488	  





Fluores.	   Mono	  
Anti-­‐Ratón	  
IgG	   Cabra	  
Alexa	  
Fluor®	  488	  






Fluores.	   Mono	  
Anti-­‐Ratón	  
IgG	   Burro	  
Alexa	  
Fluor®	  488	  






Fluores.	   Rata	  
Anti-­‐Ratón	  




Fluores.	   Mono	  
Anti-­‐Ratón	  
IgM	   Cabra	  
Alexa	  
Fluor®	  488	  





Fluores.	   Mono	  
Anti-­‐Ratón	  




(MO/ME)	   Rata	  
Anti-­‐Conejo	  









IgG	   Burro	  
Alexa	  
Fluor®	  488	  






Fluores.	   Mono	  
Anti-­‐Conejo	  
IgG	   Burro	  
Alexa	  
Fluor®	  555	  






Fluores.	   Rata	  
Anti-­‐Conejo	  










Tabla 3.3. Anticuerpos secundarios utilizados en las técnicas inmunohistoquímicas. 
Abreviaturas: ABC, método avidina-biotina peroxidasa; DAB/DAB-Ni, método DAB/DAB-niquel; 
Fluoresc., fluorescencia; ME, microscopía electrónica; MO, microscopía óptica. 
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3.6.1 TÉCNICAS INMUNOHISTOQUÍMICAS CON EL MÉTODO DE 
LA AVIDINA-BIOTINA PEROXIDASA (ABC) PARA 
MICROSCOPÍA ÓPTICA 
En este método (Figura 3.1), los anticuerpos secundarios están biotinilados y se 
conjugan con el complejo ABC (moléculas de avidina, moléculas de biotina y enzima 
peroxidasa). De esta manera, al revelar la actividad peroxidasa, en presencia del 
sustrato peróxido de hidrógeno (H2O2) y el cromógeno 3,3’-diaminobencidina-4HCl 
(DAB, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), se consigue un precipitado de DAB de color 
marrón que se distingue fácilmente a microscopía óptica convencional (Hsu et al. 
1981). Además, el precipitado de DAB puede intensificarse con tetraóxido de osmio y 
analizarse a microscopía electrónica. 
Figura 3.1. Esquema del método ABC. 
El protocolo de este método está incluido en el Anexo (I)_Protocolos 9.3. Brevemente, 
las secciones flotantes de tejido (50 µm grosor) fueron lavadas con PB. 
Posteriormente, sólo las secciones procedentes de animales perfundidos con 
glutaraldehído fueron incubadas con borohidruro sódico al 1% (NaH4B) en PB durante 
20 minutos a temperatura ambiente. Esto se hizo para reducir los grupos aldehídos 
que pudieran haber quedado libres en el tejido y evitar así la unión inespecífica de los 
anticuerpos al tejido, que provocaría la aparición de falsos positivos. Tras intensos 
lavados con PB, las secciones fueron incubadas con H2O2 al 3% en PB durante 10 
minutos a temperatura ambiente para bloquear la posible actividad peroxidasa 
endógena del tejido. Después, se llevó a cabo el bloqueo de los posibles sitios de 
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unión inespecífica entre el tejido y los anticuerpos. Para ello, el tejido se incubó 
durante una hora a temperatura ambiente en una solución de bloqueo. 
La solución de bloqueo utilizada en este método estaba formada por:  
• Suero de la especie en la que está generado el anticuerpo secundario al 10%. 
• Triton X-100 al 0.1% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).  
• Azida sódica al 0.05%.  
• PB. 
A continuación, las secciones se incubaron durante 24 horas a temperatura ambiente 
o dos noches a 4ºC en la solución que contenía las diluciones apropiadas de los 
correspondientes anticuerpos primarios (Tabla 3.2).  
La solución de incubación con el anticuerpo primario incluye: 
• Anticuerpo primario a la dilución correspondiente (Tabla 3.2). 
• Suero de la especie en la que está generado el anticuerpo secundario al 1%. 
• Azida sódica al 0.05%.  
• Triton X-100 al 0.1%. 
• PB. 
Posteriormente, las secciones se incubaron durante dos horas a temperatura ambiente 
con la solución que contenía el anticuerpo secundario. 
La solución de incubación con el anticuerpo secundario está compuesta por: 
• Anticuerpo secundario biotinilado diluido 1:200 (Tabla 3.3). 
• PB. 
 A continuación, las secciones fueron incubadas con el complejo ABC (ABC; Vector 
Laboratories, Peterborough, UK) diluido 1:200 en PB durante dos horas a temperatura 
ambiente. El revelado de la actividad peroxidasa se llevó a cabo incubando el tejido 
con DAB al 0.05% y H2O2 al 0.003% durante 5 minutos aproximadamente. El marcaje 
fue controlado a microscopía óptica en todo momento. Una vez el marcaje fue el 
adecuado, las secciones fueron convenientemente lavadas con PB y se osmificaron con 
una solución de tetraóxido de osmio al 1% y glucosa al 7% en PB durante 40 minutos, 
a temperatura ambiente y en condiciones de oscuridad. El objetivo de la osmificación 
es  intensificar la marca de DAB y facilitar la visualización de algunos elementos 
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positivos, como procesos axónicos o espinas. Finalmente, las secciones se 
deshidrataron con una batería de alcoholes de gradación creciente (70º, 90º y 100º), 
se aclararon con óxido de propileno, se infiltraron durante una noche a temperatura 
ambiente con la resina epoxy Durcupan (Fluka) y se incluyeron en plano entre un 
cubreobjetos y un portaobjetos, para su posterior análisis a microscopía óptica. 
Finalmente, la resina fue polimerizada a 60ºC durante 24 horas y las preparaciones 
estuvieron listas para ser analizadas al microscopio óptico. 
Para demostrar la especificidad de los métodos inmunohistoquímicos empleados, se 
llevaron a cabo controles omitiendo los anticuerpos primarios o los secundarios en 
cada paso del proceso. Además, algunas secciones fueron incubadas solamente con  
DAB al 0.05% y H2O2 al 0.003% para descartar la presencia de actividad peroxidasa 
endógena. No se encontró ningún marcaje residual en estos controles. 
3.6.2 TÉCNICA INMUNOHISTOQUÍMICA SEGÚN EL MÉTODO DE 
LA AVIDINA-BIOTINA PEROXIDASA PARA MICROSCOPÍA 
ELECTRÓNICA DE TRANSMISIÓN 
Para poder analizar el tejido a microscopía electrónica de transmisión (Modelo JEM 
1010 de JEOL), las secciones deben ser procesadas teniendo especial cuidado en que 
todas las soluciones empleadas sean frescas y estén conservadas a 4ºC durante todo 
el procedimiento. 
El protocolo del método ABC para microscopía electrónica lo podemos encontrar en el 
Anexo (I)_Protocolos 9.4, y aunque, en esencia, es el mismo que se emplea para 
microscopía óptica, existen algunas modificaciones importantes que debemos 
considerar. 
En primer lugar, puesto que todas las secciones destinadas a microscopía electrónica 
proceden de animales que fueron fijados con soluciones fijadoras que contenían 
glutaraldehído, todas ellas se incubaron con borohidruro sódico al 1% en PB antes de 
comenzar la técnica inmunohistoquímica. 
En segundo lugar, el uso de Triton X-100 para la permeabilización del tejido es 
incompatible con la microscopía electrónica ya que destruye las membranas. Para 
facilitar la penetración de los anticuerpos en el tejido se realizaron tres ciclos rápidos 
de congelación-descongelación de las secciones con vapores de nitrógeno líquido. 
Previamente a la congelación, las secciones habían sido crioprotegidas con una 
solución crioprotectora compuesta por sacarosa al 25% y glicerol al 10% en PB 0.01M 
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pH 7.4, durante 20 minutos a temperatura ambiente. Después de los ciclos de 
congelación-descongelación, las secciones fueron lavadas con PB para eliminar 
cualquier resto de la solución crioprotectora.  
En tercer lugar, después de la osmificación, el tejido fue contrastado con acetato de 
uranilo en tampón maleato. Las soluciones utilizadas en el protocolo de contrastado 
fueron: 
• Solución Stock: 2.32 g de ácido maleico y 0.8 g de hidróxido de sodio (NaOH) 
en 100 ml de agua destilada. 
• Solución de lavado: 20 ml de la solución Stock y 1.8 ml de NaOH 0.2N en 50 
ml de agua destilada. 
• Solución de coloración: 125 mg de acetato de uranilo, 1 ml de NaOH 0.2N y 1.5 
ml de la solución stock en 3.25 ml de agua destilada. Esta solución fue filtrada 
con filtros Millipore de 0.2 µm de poro y se mantuvo siempre en oscuridad y a 
4ºC. 
Brevemente, tras la osmificación, las secciones fueron lavadas con la solución de 
lavado a 4ºC (2 x 15 min) y teñidas durante 90 minutos a 4ºC en oscuridad con la 
solución de coloración. Finalmente, se volvieron a lavar con la solución de lavado a 
4ºC (3 x 15 min). Para finalizar el procedimiento, las secciones fueron deshidratadas 
con una batería de alcoholes de gradación creciente a 4ºC, aclaradas con óxido de 
propileno e incluidas en plano en resina epoxi Durcupan.  
3.6.3 TÉCNICAS INMUNOHISTOQUÍMICAS CON FLUORESCENCIA   
En nuestro estudio, las técnicas de inmunofluorescencia (Figura 3.2) fueron utilizadas 
para caracterizar neuroquímicamente distintas poblaciones y subpoblaciones 
neuronales. Además, también fueron empleadas en los estudios cuantitativos de 
neuropilo; es decir, en el análisis del número de puncta que expresaban distintos 
marcadores en cada una de las capas del bulbo olfatorio. 
En general, para inmunofluorescencia, las secciones fueron procesadas de la misma 
forma que para el método ABC, descrito en el apartado 3.6.1, pero con algunas 
diferencias. La primera es la omisión del bloqueo de la actividad peroxidasa endógena. 
La segunda es que en los lavados realizados después de cada paso se emplea tampón 
fosfato salino 0.01M pH 7.4 (PBS) en lugar de PB. La incubación de los anticuerpos 
secundarios marcados con fluoróforos se realizó en condiciones de oscuridad para 
evitar la pérdida de fluorescencia por fotoblanqueo. 
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Las soluciones utilizadas en estas técnicas inmunohistoquímicas fueron: 
Solución de bloqueo: 
• Suero de burro (NDS) al 10%. 
• Triton X-100 al 0.2%. 
• PBS. 
Solución de incubación con el anticuerpo primario: 
• Anticuerpo primario a la dilución correspondiente (Tabla 3.2). 
• NDS al 5%. 
• Triton X-100 al 0.2%. 
• PBS. 
Solución de incubación con el anticuerpo secundario:  
• Cóctel de anticuerpos secundarios conjugados con distintos fluoróforos a las 
diluciones correspondientes (Tabla 3.3). 
• NDS al 5%. 
• Triton X-100 al 0.2%. 
• PBS. 
El protocolo de este método está incluido en el Anexo (I)_Protocolos 9.5. Brevemente, 
las secciones se incubaron con la solución de bloqueo, 1 hora a 25ºC, para evitar 
uniones inespecíficas entre los anticuerpos y el tejido. A continuación, se incubaron 
con la solución que contenía los correspondientes anticuerpos primarios (Tabla 3.2), 
durante 48 horas a 4ºC. Después, se incubaron con la solución de anticuerpos 
secundarios conjugados con fluoróforos (Tabla 3.3), durante 2 horas a 25ºC en 
condiciones de oscuridad. Tras cada paso, las secciones fueron lavadas con PBS; el 
último lavado se realizó con PB. Por último, fueron montadas entre portaobjetos 
gelatinizados y cubreobjetos utilizando el medio de montaje comercial para 
fluorescencia DakoCytomation (Dako North America Inc., Carpinteria, CA). Las 
preparaciones fueron guardadas en condiciones de oscuridad hasta su posterior 
análisis con el microscopio de fluorescencia o con el microscopio confocal. 
La detección de algunos antígenos requirió un proceso de  desenmascaramiento de 
sus epítopos para que los anticuerpos pudieran reconocerlos y unirse a ellos. Este es 
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el caso de la forma polisializada de la molécula de adhesión celular neural (PSA-
NCAM), cuya detección inmunocitoquímica requirió tratar las secciones con tampón 
citrato 0.01M pH 6 durante 1 minuto a 100ºC. 
Distintos controles se llevaron a cabo en paralelo al protocolo de inmunofluorescencia. 
En cada uno de los pasos del procedimiento se incubaron algunas secciones sin 
anticuerpos primarios y/o secundarios sin encontrar marcaje en ningún caso. En el 
caso de las inmunohistoquímicas dobles, la omisión de uno de los anticuerpos no 
supuso la alteración de la inmunoreactividad del otro antígeno; el único resultado fue 
la desaparición del marcaje para el antígeno que reconocía específicamente el 
anticuerpo omitido. 
Figura 3.2. Esquema de las técnicas inmunohistoquímicas para microscopía de fluorescencia. 
3.6.4 TÉCNICAS INMUNOHISTOQUÍMICAS DOBLES CON 
DAB/DAB-NIQUEL 
El método de doble marcaje inmunohistoquímico con DAB/DAB-Niquel (DAB/DAB-Ni) 
permite detectar simultáneamente dos antígenos diferentes localizados en la misma 
sección (Figura 3.3).  
Para llevar a cabo el marcaje doble, realizamos dos técnicas inmunocitoquímicas 
secuenciales utilizando en ambas el método ABC, descrito en el apartado 3.6.1. Para 
poder diferenciar cada antígeno, uno lo revelamos con DAB y el otro con DAB-Ni. En la 
primera inmunohistoquímica utilizamos el cromógeno DAB conjugado con Niquel, que 
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al oxidarse da un precipitado de color negro; y en la segunda utilizamos la DAB, que al 
oxidarse da un precipitado de color marrón. 
Las soluciones empleadas en estas técnicas inmunohistoquímicas fueron: 
Solución de bloqueo: 
• Suero de la especie en la que está generado en anticuerpo secundario al 10%. 
• Triton X-100 al 0.1%. 
• Azida sódica al 0.05%.  
• PB. 
Solución de incubación con el anticuerpo primario: 
• Anticuerpo primario a la dilución correspondiente (Tabla 3.2). 
• Suero de la especie en la que está generado en anticuerpo secundario al 1%. 
• Azida sódica al 0.05%.  
• Triton X-100 al 0.1%. 
• PB. 
Solución de incubación con el anticuerpo secundario:  
• Anticuerpo secundario biotinilado a la dilución correspondiente (Tabla 3.3). 
• PB. 
Solución de DAB-Ni para el revelado de la actividad peroxidasa en la primera vuelta. A 
su vez, está compuesta por dos soluciones: 
• Solución A: DAB al 0.03% y Cloruro amónico (NH4Cl) al 0.04% en PB. 
• Solución B: Sulfato amónico de niquel (NH4NiSO4) 0.05M en solución acuosa. 
Para preparar la solución final de revelado con DAB-Ni se añaden, gota a gota, 
300 µl de la solución B en 10 ml de la solución A hasta que la mezcla se vuelva 
opaca. Antes de utilizarla, hay que filtrar la solución resultante. 
Solución de DAB para el revelado de la actividad peroxidasa en la segunda vuelta: 
• DAB al 0.05%. 
• PB. 
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El protocolo de esta técnica está incluido en el Anexo (I)_Protocolos 9.6. Brevemente, 
las secciones fueron incubadas en la solución de bloqueo durante 60 minutos a 
temperatura ambiente. Posteriormente, se realizó la incubación con el primer 
anticuerpo primario diluido en la solución de incubación durante 24 horas a 
temperatura ambiente. A continuación, se llevó a cabo la incubación con el primer 
anticuerpo secundario biotinilado durante 2 horas a temperatura ambiente, seguido de 
la incubación con el complejo ABC (1:200) durante dos horas más. Para terminar la 
primera vuelta, se reveló la actividad peroxidasa utilizando como primer cromógeno 
DAB-Ni. La reacción se controló con el microscopio óptico hasta que el marcaje 
obtenido fue el esperado. Para inactivar la posible actividad peroxidasa residual que 
pudiese quedar tras la primera vuelta, las secciones fueron tratadas con azida sódica 
al 0.05% en PB antes de comenzar la segunda vuelta. 
En la segunda vuelta del procedimiento, las secciones se incubaron durante 24 horas a 
temperatura ambiente con la solución que contenía el segundo anticuerpo primario. 
Después, se llevó a cabo la incubación de las secciones con el segundo anticuerpo 
secundario biotinilado (1:200), seguida de la incubación con el complejo ABC. Ambas 
fueron a temperatura ambiente y de dos horas de duración. Posteriormente, se reveló 
con DAB, controlando el revelado con microscopía óptica. Una vez pudimos diferenciar 
claramente los dos marcajes, las secciones fueron deshidratadas con una batería de 
alcoholes de gradación creciente, aclaradas con óxido de propileno, infiltradas en 
resina Durcupan a temperatura ambiente durante 24 horas y montadas en plano entre 
un portaobjetos y un cubreobjetos. Tras la polimerización de la resina durante 24 
horas a 60ºC, las preparaciones fueron estudiadas a microscopía óptica. 
Al utilizar este método de doble marcaje inmunohistoquímico, debemos tener especial 
cuidado cuando revelamos con DAB en la segunda vuelta, porque si forzamos el 
revelado podemos provocar el viraje del precipitado negro de DAB-Ni de la primera 
vuelta a color marrón, haciendo imposible la distinción de los dos antígenos. 
Todas las diluciones, condiciones y tiempos de incubación de los anticuerpos primarios 
y secundarios están especificados en la Tabla 3.2 y en la Tabla 3.3. 
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Figura 3.3. Esquema explicativo de la técnica inmunohistoquíma doble con DAB/DAB-Ni. 
3.6.5 TÉCNICAS INMUNOHISTOQUÍMICAS DOBLES CON EL 
MÉTODO ABC EN PREINCLUSIÓN Y CON ORO COLOIDAL 
EN POSTINCLUSIÓN 
Estas técnicas de doble marcaje son utilizadas para analizar, a microscopía 
electrónica, la naturaleza GABAérgica de determinados elementos de la circuitería del 
bulbo olfatorio que han sido previamente identificados con distintos marcadores 
neuroquímicos a microscopía óptica. Los elementos de interés fueron previamente 
marcados siguiendo el método ABC y, posteriormente, se analizó la presencia de 
GABA con oro coloidal en dichos elementos. 
Para realizar los dobles marcajes, en primer lugar se llevó a cabo una 
inmunohistoquímica en preinclusión para marcar los elementos neuronales que 
interesaban utilizando el método de detección ABC, como se ha descrito previamente 
en el apartado 3.6.2. Después del marcaje, las secciones fueron incluidas en plano en 
resina Durcupan, tal y como se ha explicado anteriormente, y analizadas a 
microscopía óptica. Tras analizar el marcaje, se procedió a la reinclusión en resina 
Durcupan de las regiones que contenían los elementos marcados que se querían 
analizar al microscopio electrónico. De este material, se obtuvieron secciones 
ultrafinas de 60 nm de grosor que se recogieron sobre rejillas de ojal de niquel 
recubiertas de Formvar. Antes de realizar las secciones ultrafinas con el 
ultramicrotomo, el nivel de profundidad del tejido que se iba cortando fue controlado 
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en todo momento con la tinción de azul de toluidina-borax en secciones semifinas de 
0.5 µm o de 1 µm, como se describe en el apartado 3.4.2. Al llegar al nivel deseado, 
se cortaron secciones ultrafinas seriadas de 60-70 nm. 
Una vez obtenidas las secciones ultrafinas, se realizó la inmunocitoquímica para GABA 
con oro coloidal en postinclusión. Para ello se procesó el tejido según la metodología 
descrita en el artículo de Somogyi y Hodgson (1985), con algunas modificaciones 
publicadas por Crespo y colaboradores (2000). Cada uno de los pasos de este 
procedimiento inmunohistoquímico se llevó a cabo en el interior de una placa petri 
húmeda dejando las rejillas flotar sobre gotas (50 µl) de las diferentes soluciones 
empleadas (Figura 3.4). 
Figura 3.4. Esquema explicativo de la técnica inmunohistoquíma doble ABC en 
preinclusión/Oro coloidal en postinclusión para microscopía electrónica. (A) Imagen 
semipanorámica donde aparecen marcadas las células TH-positivas de la EPL. (B) Una célula 
TH-inmunopositiva es seleccionada. (C) La célula es reincluida en resina Durcupan y (D) 
cortada en secciones ultrafinas de 50 nm de grosor con el ultramicrotomo. (E) Las rejillas que 
contienen secciones ultrafinas son procesadas para detectar GABA en postinclusión con oro 
coloidal. (F) Imagen de microscopía electrónica donde aparece un perfil TH-inmunopositivo 
(precipitado de DAB) que es GABAérgico (partículas de oro coloidal) recibiendo un contacto 
sináptico (flechas) desde un terminal axónico (Ax) TH-inmunonegativo que también es 
GABAérgico (partículas de oro coloidal). 
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El protocolo de esta técnica puede encontrarse en el Anexo (I)_Protocolos 9.7. 
Brevemente, la detección de GABA en postinclusión se realizó de la siguiente manera 
(Figura 3.5):  
Los cortes ultrafinos fueron incubados con ácido peryódico al 1% (Fluka) en agua 
destilada y, posteriormente, con metaperyodato sódico al 2% (Fluka). La función de 
estos dos primeros pasos es eliminar parte del osmio presente en la superficie 
expuesta del tejido y algunos grupos hidrófobos de la resina. De esta manera y, a 
pesar de que es imposible la penetración del anticuerpo en la resina, se favorece la 
exposición de los antígenos en superficie y, por lo tanto, su interacción con los 
anticuerpos. A continuación, con el fin de bloquear posibles sitios de unión inespecífica 
de los anticuerpos, los cortes fueron incubados con una solución de bloqueo 
constituida por ovoalbúmina al 1% en tampón Tris-HCl- NaCl (0.9%) 0.05M pH 7.4 a 
25ºC (TBS) durante 30 minutos. Tras el bloqueo, las secciones se incubaron con el 
anticuerpo primario anti-GABA desarrollado en conejo, diluido 1:2500 en TBS con 1%  
suero de cabra (NGS) durante 24 horas a 4ºC en condiciones de saturación de 
humedad. Después de los lavados pertinentes con TBS, los cortes fueron incubados 
con el anticuerpo secundario, IgG de cabra anti-IgG de conejo, conjugado con oro 
coloidal de 10nm, dilución 1:15 en tampón Tris-HCl 0.05M pH 7.4 a 25ºC (TB) con 
albúmina de suero bovino al 1% (BSA) y Tween-20 al 0,5%  durante 2 horas a 
temperatura ambiente. Después, se realizó una incubación con glutaraldehído al 2% 
en PB durante 2 minutos para fijar los anticuerpos al tejido. Finalmente, se procedió a 
la amplificación de las partículas de oro coloidal incubando el tejido en condiciones de 
oscuridad durante dos minutos con un revelador que está formado por una mezcla 2:1 
de las soluciones A y B, detalladas a continuación: 
Solución A. Formada por goma arábiga, ácido cítrico e hidroquinona. A 9 ml de la 
solución de goma arábiga al 50% se le añaden 3 ml de una solución que contiene 
0.756 g de ácido cítrico y 0.705 g de citrato trisódico en agua destilada y 9 ml de otra 
solución que contiene 0.51 g de hidroquinona diluidos en agua. 
Solución B. Contiene: 0.026 g de Nitrato de plata en 10 ml de agua destilada. 
Por último, se realizó el contrastado de las rejillas con una primera incubación en una 
solución de acetato de uranilo a saturación, durante 40 minutos, y una segunda 
tinción con citrato de plomo (solución Reynolds, Reynolds, 1963) durante 12 minutos. 
Ambas tinciones fueron realizadas en condiciones de oscuridad. De esta manera, las 
muestras pudieron ser analizadas con el microscopio electrónico de transmisión. 
Aquellos perfiles que pudieron ser seguidos en varios cortes adyacentes y presentaban 
una densidad de partículas de oro coloidal claramente superior a los perfiles de las 
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células principales (elementos glutamatérgicos), fueron considerados GABA-
inmunopositivos. 
Todas las soluciones empleadas, excepto aquellas que contenían anticuerpos, fueron 
filtradas con filtros Millipore de 0.2 µm de poro. Después de cada paso del 
procedimiento, las rejillas fueron intensamente lavadas con agua destilada o 
tampones especiales, según el caso (Anexo (I)_Protocolos 9.7). Como controles del 
procedimiento, omitimos el anticuerpo anti-GABA en alguna de las rejillas procesadas 
y observamos como resultado la ausencia de partículas de oro coloidal en el tejido. 
Figura 3.5. Dibujo esquemático de la técnica inmunohistoquíma doble con el método ABC en 
preinclusión y con oro coloidal en postinclusión para microscopía electrónica. 
3.7 MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA ESTÁNDAR 
Para poder analizar la conectividad sináptica de la circuitería del bulbo olfatorio y las 
características ultraestructurales que presentan los distintos elementos neuronales 
que la componen, es necesario analizar el tejido con el microscopio electrónico y, por 
lo tanto, disponer de  una correcta fijación. 
En el caso de la rata, la perfusión para el análisis de microscopía electrónica se realizó 
con una mezcla fijadora que contenía paraformaldehído al 4% y glutaraldehído al 2%, 
como se especifica en el apartado 3.3.2. En el caso del estudio del bulbo olfatorio de 
macaco, el tejido procedía de animales perfundidos con una solución fijadora 
compuesta por paraformaldehído al 4% y glutaraldehído al 0.3%. Todas las soluciones 
utilizadas en este procedimiento se prepararon en el momento de ser utilizadas y se 
mantuvieron a 4ºC. El protocolo para llevar a cabo estudios de microscopía electrónica 
está incluido en el Anexo (I)_Protocolos 9.8.  
El tejido fijado se cortó con el vibratomo en secciones coronales de 50/100 µm de 
grosor. Estas secciones de tejido fueron incubadas con tetraóxido de osmio al 2% en 
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PB durante una hora a temperatura ambiente y otra hora a 4ºC. Ambas incubaciones 
se realizaron en condiciones de oscuridad. A continuación, las secciones fueron 
contrastadas con acetato de uranilo siguiendo el protocolo Maleato-Acetato de Uranilo, 
descrito en el apartado 3.6.2. Finalmente, fueron deshidratadas con una batería de 
alcoholes de gradación creciente, aclaradas con óxido de propileno e infiltradas en 
resina Durcupan durante 24 horas a temperatura ambiente. Tras la infiltración, las 
secciones fueron montadas en plano entre portaobjetos no gelatinizados y 
crubreobjetos. Las preparaciones se dejaron en una estufa a 60ºC durante 24 horas 
para que la resina polimerizara. Las preparaciones fueron analizadas a microscopía 
óptica y las regiones de interés fueron diseccionadas para su reinclusión.  
Para las reinclusiones, se seleccionó el área de interés bajo el microscopio óptico. 
Después, se levantó el cubreobjetos y la pieza de tejido elegida se recortó, con ayuda 
de un bisturí bajo una lupa binocular (Lan Optics). La región elegida fue 
cuidadosamente reincluida en Durcupan utilizando un molde cilíndrico de plástico 
relleno de resina líquida que se polimerizó tras 24h en una estufa a 60ºC.  
Del bloque, se realizaron cortes semifinos seriados de 1 µm de grosor con el 
ultramicrotomo. Los cortes fueron analizados con una tinción de azul de toluidina-
borax (apartado 3.4.2) y con el microscopio óptico hasta llegar a la superficie del 
tejido. Finalmente, procedimos a la realización de secciones ultrafinas (50 nm de 
grosor). Se realizaron series de entre 9 y 12 cortes ultrafinos que se recogieron en 
rejillas de ojal de niquel recubiertas con Formvar. Finalmente, estas rejillas fueron 
contrastadas con citrato de plomo (solución de Reynolds) antes de ser analizadas a 
microscopía electrónica. 
3.8 CUANTIFICACIÓN DE LA DENSIDAD DE PUNCTA EN EL 
NEUROPILO 
Para cuantificar el número de puncta que expresaban determinados marcardores en el 
neuropilo del bulbo olfatorio seguimos la metodología descrita por Guirado y 
colaboradores (2012). Para ello, se utilizaron secciones coronales de 50 µm de grosor 
de macacos control y tratados con MPTP, tal como se describe en el apartado 3.2. 
Estas secciones fueron procesadas para la detección de diferentes marcadores 
mediante técnicas inmunohistoquímicas con fluorescencia (apartado 3.6.3). El objetivo 
de estos análisis era conocer los efectos del parkinsonismo inducido por MPTP en la 
expresión de determinadas proteínas en el bulbo olfatorio del macaco. 
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Para estos análisis (Figura 3.6), utilizamos secciones procedentes de los bulbos 
olfatorios de todos los animales (n=16). Elegimos dos secciones coronales por animal. 
El criterio que seguimos para la elección de las secciones de bulbo olfatorio fue que las 
siete capas que lo conforman fuesen perfectamente identificables. Luego, dividimos 
cada sección en tres regiones de análisis de la siguiente forma: 
• Capa de los glomérulos olfatorios (GL). 
• Capa plexiforme externa (EPL). 
• Regiones inframitrales (GCL), que comprendían: capa plexiforme interna, capa 
de las células granulares y sustancia blanca. 
De las secciones teñidas para cada marcador, se obtuvieron imágenes con el software 
del microscopio confocal (Olympus FV10i). Los parámetros utilizados en la adquisición 
de estas imágenes (intensidad de láser, velocidad y calidad, zoom, profundidad del 
“stack” y apertura confocal) no se modificaron en ningún momento, manteniéndose 
invariables al obtener las imágenes correspondientes a un mismo marcador y región 
en todos los animales analizados.  
De cada una de las regiones analizadas (GL/EPL/GCL) se obtuvieron cuatro conjuntos 
de planos obtenidos en el eje Z (“confocal z-stacks”) que cubrían todo el grosor de la 
sección, con un intervalo de 1 µm entre los distintos planos confocales (“step 
size”=1µm). Posteriormente, utilizando el programa de procesamiento de imagen 
ImageJ, se seleccionó un único plano confocal de cada conjunto de planos (“z-
stacks”). A continuación, y con la ayuda del programa de edición de imagen Gimp 2.8, 
se seleccionaron tres pequeñas áreas de 500 µm2 aproximadamente de cada plano 
confocal. El objetivo de seleccionar áreas pequeñas de 500 µm2 es evitar, en la 
medida de lo posible, la presencia de somas celulares o vasos sanguíneos en las zonas 
analizadas. Finalmente, cada una de estas áreas fue procesada utilizando el software 
ImageJ. Para conseguir un fondo o “background” similar en todas ellas, aplicamos un 
valor de fondo correspondiente a 50 (“rolling value”: 50) a las imágenes que 
presentaban un mayor ruido. Además, aplicamos un filtro gaussiano (“gaussian 
blur”:0.9 píxeles) que permitió reducir el ruido al difuminar la escala de grises de la 
imagen. Posteriormente, la imagen (8-bits) fue binarizada utilizando un determinado 
umbral de binarización que se mantuvo invariable para todas las imágenes procesadas 
que correspondían a la misma capa y al mismo marcador. Finalmente, el número de 
puntos obtenidos fue contado de manera automática por el programa.  
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Figura 3.6. Metodología para la cuantificación de densidad de puncta en el bulbo olfatorio de 
macaco. (A) Ejemplo de imagen confocal donde aparecen marcados los elementos de neuropilo 
que expresan VGLUT 1 en el bulbo olfatorio. Los pequeños cuadrados blancos representan 
algunas de las áreas analizadas aleatoriamente en cada región de análisis del bulbo olfatorio. 
Barra de escala: 500µm. (B y C) Planos confocales simples mostrando la imagen original (B) y 
la imagen procesada (C) para el análisis de la densidad de puncta. Barra de escala: 5 µm.  
Las medias y los errores estándar fueron determinados para cada marcador y región 
de análisis en cada grupo de animales: control y parkinsonianos. Para saber si existían 
diferencias estadísticamente significativas entre ambos grupos, se realizó un estudio 
estadístico con el programa SPSS. Este estudio consistió en aplicar la prueba 
paramétrica t-Student para muestras no emparejadas. Previamente, para poder 
aplicar este test paramétrico, tuvimos que comprobar que todos los datos cumplían los 
requisitos de normalidad y homocedasticidad exigidos para la aplicación de tests 
paramétricos. Para ello, los test a los que fueron sometidos los datos fueron: 
• Test de Shapiro-Wilk, para saber si los datos se distribuían normalmente. 
• Test de Levene, para conocer si se cumplía la condición de homocedasticidad. 
Los tests demostraron que todas las variables seguían una distribución normal (p > 
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3.9 ANÁLISIS MORFOMÉTRICO, ANÁLISIS DE 
COLOCALIZACIÓN Y RECUENTO DE CÉLULAS PERI-
GLOMERULARES EN EL BULBO OLFATORIO DE MACACO 
Para el estudio de las células periglomerulares del bulbo olfatorio de macaco, se 
utilizaron secciones coronales de 50 µm de grosor procedentes de un total de cuatro 
animales (n=4). 
En primer lugar, se midió el diámetro de las células periglomerulares. Para ello, las 
distintas subpoblaciones de células periglomerulares se marcaron con marcadores 
específicos: TH, nNOS, CB y CR. Después, para cada marcador, seleccionamos un total 
de 100 células en las que pudiésemos diferenciar claramente el núcleo y la porción 
inicial de su dendrita. Todos los somas seleccionados fueron dibujados con la cámara 
clara, utilizando el objetivo 100x (con aceite de inmersión) y, finalmente, el diámetro 
de cada célula fue medido. Medir el diámetro del soma nos permite distinguir las 
células periglomerulares de otros tipos neuronales presentes en la región 
periglomerular de la GL, como las células superficiales de axón corto o las células 
empenachadas externas (Pinching & Powell 1971a).  
En segundo lugar, para conocer si existía colocalización entre alguno de los cuatro 
marcadores que definen las cuatro subpoblaciones neuroquímicas de células 
periglomerulares en el bulbo olfatorio, se empleó la siguiente metodología: se 
realizaron dobles marcajes inmunohistoquímicos para TH, nNOS, CB y CR, en todas 
las combinaciones posibles. Posteriormente, de cada uno de esto pares, se 
seleccionaron al azar 100 células inmunoreactivas para el primer marcador y se 
contaron cuantas de ellas eran también positivas para el segundo marcador. Luego, se 
seleccionaron otras 100 células positivas, en este caso para el segundo marcador, y se 
contaron cuántas de éstas expresaban también el primer marcador. 
Por último, para conocer el porcentaje relativo de células periglomerulares que 
expresaban cada uno de los cuatro marcadores en el bulbo olfatorio de macaco, 
realizamos dobles marcajes inmunofluorescentes con los cuatro marcadores de células 
periglomerulares en todas sus combinaciones posibles (TH/nNOS, TH/CB, TH/CR, 
nNOS/CB, nNOS/CR y CB/CR). Se eligieron dos secciones coronales de cada animal 
para cada par de marcadores. Las secciones elegidas fueron aquellas en las que las 
siete capas que forman en bulbo olfatorio eran claramente distinguibles. Luego, de 
cada sección, se eligieron dos glomérulos al azar y se cuantificó el número de células 
positivas para cada uno de los dos marcadores que inervaban el neuropilo de los 
glomérulos olfatorios seleccionados. Finalmente, el porcentaje de células 
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periglomerulares positivas para cada uno de los cuatro marcadores en relación al total 
de células periglomerulares contadas fue calculado. 
3.10 RECUENTO DE PERFILES INMUNOREACTIVOS A 
MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA. ANÁLISIS DEL 
NEUROPILO GLOMERULAR DEL BULBO OLFATORIO DE 
MACACO 
Para determinar si las cuatro subpoblaciones neuroquímicas de células 
periglomerulares del bulbo olfatorio de macaco eran células periglomerulares de tipo 1 
o de tipo 2, fue necesario realizar un estudio de microscopía electrónica para analizar 
si sus dendritas inervaban o no el compartimento sensorial del neuropilo glomerular. 
Los marcadores empleados fueron: TH, nNOS, CR, CB y el número de animales 
utilizado 4 (n=4). El análisis de las secciones con el microscopio electrónico de 
transmisión se llevó a cabo de la siguiente forma: 5 glomérulos olfatorios diferentes 
fueron seleccionaron aleatoriamente para cada marcador y para cada animal. De cada 
glomérulo, fueron seleccionadas en total 10 áreas de 134 µm2: 5 áreas del 
compartimento sensorial y 5 del compartimento sináptico. Finalmente, se contaron los 
perfiles positivos para cada marcador en cada una de las áreas seleccionadas. De esta 
forma, para cada uno de los marcadores fueron analizadas un total de 100 áreas 
correspondientes al compartimento sensorial y 100 áreas correspondientes al 
compartimento sináptico de un conjunto de 20 glomérulos olfatorios diferentes. 
Finalmente, la media del número de perfiles positivos localizadas en cada 
compartimento del neuropilo glomerular y el error estándar fueron calculados para 
cada subpoblación de células periglomerulares. 
3.11 RECUENTO DE CÉLULAS TH-POSITVAS DE LA CAPA 
PLEXIFORME EXTERNA CON MICROSCOPIO DE 
FLUORESCENCIA EN EL BULBO OLFATORIO DE RATA 
Para estimar el número de interneuronas que expresaban la proteína TH en la EPL del 
bulbo olfatorio de rata, y poder compararlo con el número de interneuronas PV-
inmunopositivas presentes en esa misma región, fueron utilizados un total de 6 ratas 
(n=6). Este recuento se llevó a cabo utilizando la metodología publicada por Gómez y 
colaboradores (2007), con algunas modificaciones. Para cada animal, 6 secciones 
correspondientes a diferentes niveles del eje rostro-caudal fueron seleccionadas y 
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procesadas para una doble inmunofluorescencia (TH/PV) tal como se describe en el 
apartado 3.6.3. De cada sección doblemente marcada, se seleccionaron dos campos 
visuales aleatorios con el objetivo 20x. Finalmente, fueron contados -con ayuda del 
microscopio de fluorescencia- el número de interneuronas TH-inmunoreactivas y PV-
inmunopositivas en cada uno de los campos seleccionados. 
3.12 RECUENTO DE CÉLULAS PERIGLOMERULARES Y 
GRANULARES CON MICROSCOPIO ÓPTICO. ANÁLISIS 
ESTADÍSTICO 
El estudio cuantitativo de células periglomerulares y células granulares del bulbo 
olfatorio de macaco se realizó sobre secciones coronales de un total de 8 animales 
(n=8): 4 control y 4 tratados con MPTP, siguiendo la metodología descrita por Briñón 
y colaboradores (2001a) y por Weruaga y colaboradores (2002) con ligeras 
modificaciones. Fueron seleccionadas 2 secciones por animal. Las secciones elegidas 
fueron aquellas en las que las 7 capas que forman el bulbo olfatorio eran 
perfectamente identificables. 
En primer lugar, se analizaron las 4 subpoblaciones neuroquímicas de células 
periglomerulares utilizando los marcadores: TH, nNOS, CB y CR. Para cada marcador, 
se seleccionaron aleatoriamente 16 glomérulos de cada sección y se cuantificó el 
número de células periglomerulares positivas cuyas dendritas inervaban el neuropilo 
glomerular. Para cada uno de los marcadores se analizó un total de 256 glomérulos. 
Las media y errores estándar fueron calculados para cada marcador y grupo de 
animales (control y parkinsoniano). 
En segundo lugar, para estimar el número de células granulares del bulbo olfatorio de 
mono, se utilizó como marcador la proteína ligante de calcio CR. Se eligieron 2 
secciones por animal y se seleccionaron aleatoriamente 6 áreas de 25600 µm2 de la 
GCL por sección con la ayuda del programa de procesamiento de imagen ImageJ. 
Finalmente, el número de somas positivos para el marcador CR fue contado en cada 
una de las áreas seleccionadas. En total se analizaron 96 áreas diferentes. 
Finalmente, para conocer si la intoxicación con MPTP provocaba cambios significativos 
en el número de células periglomerulares o en el de células granulares del bulbo 
olfatorio de macaco, los resultados obtenidos en el grupo de animales control y en el 
grupo de animales parkinsonianos fueron analizados estadísticamente con el programa 
SPSS, tal como se describe en el apartado 3.8. 
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4.1 CITOARQUITECTURA DEL BULBO OLFATORIO DE 
Macaca fascicularis. PATRÓN DE DISTRIBUCIÓN DE 
CAPAS DEL BULBO OLFATORIO 
El bulbo olfatorio de macaco presenta la estructura laminar típica de los mamíferos y 
en él se pueden diferenciar las mismas capas que se reconocen en el bulbo olfatorio 
de los roedores. Adoptando la terminología acuñada por Ramón y Cajal (1904), estas 
capas son, desde la más superficial a la más interna: ONL, GL, EPL, MCL, IPL, GCL y 
WM. 
Figura 4.1. Tinción de Nissl en secciones coronales de bulbo olfatorio de rata (A) y macaco 
(B). Patrón laminar del bulbo olfatorio en siete capas: ONL, capa del nervio olfatorio; GL, capa 
de los glomérulos olfatorios; EPL, capa plexiforme externa; MCL, capa de las células mitrales; 
IPL, capa plexiforme interna; GCL, capa de las células granulares; WM, sustancia blanca. 
Aunque la distribución de las capas en el bulbo olfatorio de macaco se corresponde 
con la descrita en rata, como puede observarse en la Figura 4.1, existen algunas 
diferencias neuroanatómicas entre ambas especies que ya fueron descritas por Alonso 
y colaboradores (1998) y que pasamos a nombrar brevemente.  
En el bulbo olfatorio de la rata, los somas de las células mitrales se encuentran 
perfectamente alineados formando una monocapa compacta y muy bien definida. Sin 
embargo, los somas de estas células se localizan dispersos y mucho más 
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desorganizados en el caso del bulbo olfatorio del macaco. Aquí no se puede delimitar 
una monocapa estrecha, compacta y claramente definida, sino una capa más 
desorganizada donde se localizan los cuerpos de las células mitrales de forma 
desordenada entre un abundante neuropilo. 
También encontramos diferencias entre primates y roedores en las regiones 
inframitrales, donde la IPL del bulbo olfatorio de macaco es más ancha y está mejor 
definida que la del bulbo olfatorio de la rata. También, la proporción de neuropilo de la 
GCL es claramente mayor en el caso del bulbo olfatorio de macaco, como puede 
observarse en la Figura 4.2. 
 
Figura 4.2. Tinción de Nissl en secciones coronales de bulbo olfatorio de rata y macaco. 
Diferencias neuroanatómicas entre rata y macaco. Abreviaturas: EPL, capa plexiforme externa; 
GL, capa de los glomérulos; GCL, capa de las células granulares; IPL, capa plexiforme interna; 
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4.2 CARACTERIZACIÓN NEUROQUÍMICA DE LAS 
INTERNEURONAS DEL BULBO OLFATORIO DE Macaca 
fascicularis 
En cuanto a la quimioarquitectura del bulbo olfatorio de los mamíferos, se ha 
demostrado que existe una gran variedad interespecífica en la distribución de algunas 
poblaciones de neuronas que expresan determinados marcadores, tales como 
neurotransmisores, enzimas o proteínas quelantes de calcio (Alonso & Amaral 1995; 
Alonso et al. 1995; Matsutani et al. 1989; Baker 1986; Baker et al. 1991; Davis 1991; 
Alonso et al. 1998; Alonso et al. 2001; Porteros et al. 1996). 
En esta Tesis Doctoral, como punto de partida de nuestro estudio, hemos realizado un 
trabajo de caracterización neuroquímica de las distintas poblaciones de interneuronas 
que se localizan en el bulbo olfatorio del macaco. La razón de este primer análisis es 
obtener una batería de marcadores neuronales que nos permita estudiar el patrón de 
conectividad sináptica que presentan las distintas poblaciones neuronales y, 
posteriormente, llevar a cabo estudios comparativos entre animales control y el 
modelo animal de Parkinson (intoxicación con MPTP). 
Los marcadores utilizados en las técnicas inmunohistoquímicas para caracterizar los 
distintos tipos de interneuronas fueron tres proteínas ligantes de calcio: PV, CB y CR; 
y dos enzimas: TH y nNOS. También se emplearon técnicas histoquímicas para marcar 
las neuronas con actividad enzimática ND. 
Los resultados obtenidos reflejan patrones de distribución laminar característicos para 
cada uno de los marcadores a lo largo de las siete capas del bulbo olfatorio del 
macaco. Nuestros resultados, en líneas generales, coinciden con los resultados previos 
publicados por otros autores. Sin embargo, también difieren en algunos aspectos 
concretos aportando matices a los datos ya publicados. 
Las neuronas PV-inmunopositivas son notablemente escasas en el bulbo olfatorio del 
macaco (Figura 4.3_A). La mayor parte de estas células están localizadas en el límite 
entre la GL y la EPL y son, por sus características morfológicas, células superficiales de 
axón corto. También se observan somas de células granulares débilmente marcadas 
como ya fue descrito por Alonso y colaboradores (2001). 
Los elementos CB-inmunorreactivos están localizados en todas las capas del bulbo 
olfatorio excepto en la ONL (Figura 4.3_B), tal como está publicado (Alonso et al. 
2001). Estas células pueden ser identificadas, por su localización y rasgos 
morfológicos, como: células superficiales de axón corto y  células superficiales 
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estrelladas en el límite entre la GL y la EPL, células piriformes y células fusiformes en 
la EPL, células horizontales en la IPL, células granulares en la GCL, IPL, MCL y EPL, 
células verticales de Cajal en la porción superficial de la GCL y células estrelladas en la 
WM. Además de todas estas células, nuestros resultados ponen de manifiesto la 
presencia de células periglomerulares CB-inmunopositivas en la GL (Figura 4.22), que 
no han sido descritas previamente (Alonso et al. 2001). La detección de estas células 
en nuestro material puede ser debida a la metodología empleada en nuestro trabajo, 
ya que el proceso de osmificación al que se somete el tejido tras la 
inmunohistoquímica intensifica el marcaje de DAB, poniendo de manifiesto la 
presencia de elementos débilmente marcados que, de otro modo, no serían 
perceptibles bajo el microscopio óptico. 
Los elementos positivos para TH, tal como ha sido descrito (Belzunegui et al. 2007), 
están localizados en, prácticamente, todas las capas del bulbo olfatorio de macaco: 
GL, EPL, MCL, IPL y GCL. Entre ellos, destaca notablemente la presencia de una 
abundante población de células periglomerulares en la GL y una población de 
interneuronas en la EPL, tal y como puede observarse en la Figura 4.3_C. La población 
de interneuronas TH-inmunorreactiva localizada en la EPL presenta somas de tamaño 
intermedio, la mayoría de las cuales poseen una dendrita que asciende, 
perpendicularmente a la laminación del bulbo olfatorio, hacia la GL. Las numerosas 
neuronas dopaminérgicas  localizadas en la región más superficial de la GCL, tienen un 
pequeño soma redondeado y una dendrita apical ascendente que alcanza la EPL y 
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Figura 4.3. Imágenes semipanorámicas de secciones coronales del bulbo olfatorio de 
Macaca fascicularis mostrando el patrón general de distribución de PV, CB, TH, CR y ND.  
 
(A) Elementos PV-inmunorreactivos (flechas) localizados en la GL.  
 
(B) Células CB-inmunopositivas localizadas en la GL, la IPL y la porción externa de la GCL.  
 
(C) Elementos TH-inmunorreactivos distribuidos principalmente a lo largo de la GL, de la EPL y 
la región más superficial de la GCL.  
 
(D) Las células CR-positivas se localizan a lo largo de todas las capas del bulbo olfatorio, siendo 
más abundantes en la GL y en la región superficial de la GCL. Nótese la presencia de algunos 
glomérulos con el neuropilo fuertemente marcado.  
 
(E) Los elementos con actividad ND aparecen principalmente en la región límite entre la GCL y 
la WM. Además, se aprecia un intenso marcaje en el neuropilo glomerular de algunos 
glomérulos olfatorios.  
 
Barras de escala: (A, C y E) 200 µm; (B y D) 100 µm.  
Abreviaturas: CB, calbindina; CR, calretinina; EPL, capa plexiforme externa; GL, capa de los 
glomérulos olfatorios; GCL, capa de las células granulares; IPL, capa plexiforme interna; MCL, 
capa de las células mitrales; ND, NADPH-diaforasa; PV, parvalbúmina; TH, tirosina hidroxilasa;  
WM, sustancia blanca. 
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Aparentemente, la población de interneuronas más abundante en el bulbo olfatorio del 
macaco es la compuesta por las células CR-inmunorreactivas. Éstas se encuentran 
presentes en todas las capas del bulbo olfatorio incluida la ONL. Los elementos que 
expresan CR son: axones del nervio olfatorio, células periglomerulares, células 
monopolares invertidas en el límite entre la GL y la EPL, células piriformes y fusiforme 
en la EPL, células granulares principalmente en la región superficial de la GCL, aunque 
algunas aparecen desplazadas en la MCL y en la IPL. Todos estos resultados coinciden 
con los publicados hasta el momento en el bulbo olfatorio del macaco (Alonso et al. 
2001). Sin embargo, nuestros resultados también revelan que existe, al menos, un 
conjunto de células mitrales que expresan CR (Figura 4.3_D). Tras el procesamiento  
inmunohistoquímico y la posterior osmificación de las secciones, el análisis a 
microscopía óptica demuestra la presencia de somas celulares CR-inmunorreactivos 
distribuidos por toda la MCL (Figura 4.4_A). Estas células presentan un soma de entre 
30 y 35 µm, donde puede apreciarse el núcleo en numerosas ocasiones. En algunos 
casos, las porciones más proximales de su dendrita principal y de sus dendritas 
laterales están ligeramente marcadas, permitiendo así apreciar la orientación en la 
que éstas discurren por el bulbo olfatorio. Al igual que ocurre en roedores, la dendrita 
apical se dirige perpendicularmente hacia la EPL y las dendritas laterales discurren 
paralelas a la laminación del bulbo olfatorio.  
Por último, la inmunohistoquímica para detectar células nNOS-inmunopositivas revela 
la presencia de células periglomerulares y células superficiales y profundas de axón 
corto, tal y como se observa en la Figura 4.4_B y E. 
Para estudiar con detalle la morfología de las interneuronas que expresan nNOS, 
hemos utilizado también la técnica histoquímica de la ND, que tiñe de modo específico 
células nNOS-positivas en tejido fijado con aldehidos (Figura 4.3_E). De forma 
general, las células ND-positivas presentan espinas y/o varicosidades tanto en sus 
dendritas como en su soma (Figura 4.4_C, D y F).  
Resumiendo, nuestros resultados neuroquímicos coinciden con los publicados 
previamente (Alonso et al. 1998; Alonso et al. 2001; Belzunegui et al. 2007), pero 
proporcionan nuevos datos que contribuyen a ampliar el conocimiento sobre la 
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Figura 4.4. Imágenes mostrando detalles morfológicos de los distintos tipos de 
interneuronas del bulbo olfatorio de Macaca fascicularis. 
 
(A e I) Elementos CR-inmunorreactivos. (A) Células mitrales (puntas de flecha negras). (I) 
Detalle de una célula monopolar invertida (punta de flecha blanca) en el límite entre la GL y la 
EPL.  
 
(B y E) Elementos nNOS-inmunorreactivos. (B) Células periglomerulares nNOS-positivas 
débilmente marcadas (flechas abiertas) y una célula superficial de axón corto nNOS-positiva 
intensamente marcada en GL. (E) Célula profunda de axón corto nNOS-inmunorreactiva.  
 
(C, D y F) Detalles de células profundas de axón corto con actividad ND en secciones sagitales. 
(C) Soma y árbol dendrítico de una célula profunda de axón corto localizada en la GCL. (D) 
Detalle del soma y las dendritas espinosas de una célula profunda de axón corto con actividad 
ND. (F) Procesos varicosos de células profundas de axón corto con actividad ND.  
 
(G) Interneurona superficial de axón corto PV-inmunoreactiva localizada en el límite entre GL y 
EPL.   
 
(H) Se observan células granulares CB-positivas en la GCL. 
 
Barras de escala: (A, B, C, G, H, I) 50 µm; (E) 100µm; (D y F) 20 µm. Abreviaturas: CB, 
calbindina; CR, calretinina; GL, capa de los glomérulos olfatorios; ND, NADPH-Diaforasa; nNOS, 
isoforma neuronal de la sintasa de óxido nítrico; PV, parvalbúmina. 
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4.3 ORGANIZACIÓN ULTRAESTRUCTURAL DEL BULBO 
OLFATORIO DE Macaca fascicularis 
El bulbo olfatorio de mamíferos microsmáticos ha sido, por lo general, mucho menos 
estudiado que el bulbo olfatorio de mamíferos macrosmáticos, especialmente el de 
roedores. No obstante, y tal como se ha reflejado en el apartado anterior (4.2), sí que 
existen algunos trabajos recogidos en la bibliografía que se han ocupado del estudio 
del bulbo olfatorio de los macacos. Estos trabajos se centran en distintos aspectos 
neuroanatómicos, tales como: el análisis morfológico de algunas poblaciones de 
interneuronas (Alonso et al. 1998; Alonso et al. 2001), el análisis de la distribución de 
marcadores colinérgicos (Porteros et al. 2007), el estudio de las proyecciones del 
bulbo olfatorio a distintas regiones telencefálicas (Ubeda-Bañon et al. 2011), la 
realización de mediciones del volumen absoluto y relativo del bulbo olfatorio y su 
relevancia (Smith & Bhatnagar 2004) y el estudio de algunas características 
ultraestructurales puntuales de la ONL y de la región superficial de la EPL (Pinching 
1971; Tigges & Tigges 1980; Herrera et al. 2005).  
Expuesto lo anterior, queda de manifiesto que, hasta la fecha, no se ha llevado a cabo 
ningún estudio ultraestructural detallado y completo de los distintos elementos que 
conforman la circuitería del bulbo olfatorio del macaco, ni de las relaciones sinápticas 
que existen entre ellos, a fin de poder establecer el mapa de conectividad sináptica de 
esta región paleocortical. Con el objeto de suplir esta carencia, en esta Tesis Doctoral 
se ha realizado un estudio exhaustivo de la organización ultraestructural del bulbo 
olfatorio de Macaca fascicularis y de las relaciones sinápticas que se establecen entre 
los distintos elementos que conforman sus circuitos.  
Siguiendo el orden clásico, analizamos el bulbo olfatorio desde sus capas más 
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4.3.1 ORGANIZACIÓN ULTRAESTRUCTURAL DE LA CAPA DEL 
NERVIO OLFATORIO 
Cuando analizamos la ONL, encontramos que está formada principalmente por los 
segmentos preterminales de los axones olfatorios que suelen agruparse en paquetes 
que aparecen orientados perpendicularmente unos con respecto a otros. De esta 
forma, en las secciones ultrafinas podemos ver algunos axones cortados 
longitudinalmente y otros transversalemente (Figura 4.5_A). El axoplasma de los 
axones que conforman el nervio olfatorio es poco electrodenso en este nivel, si lo 
comparamos con el de sus porciones más terminales localizadas en el interior de los 
glomérulos olfatorios. Ultraestructuralmente, en los axones olfatorios, puede 
observarse la presencia de microtúbulos, algunas mitocontras y vesículas redondeadas 
(Figura 4.5_B). Además de los paquetes de axones olfatorios, también encontramos 
procesos de astrocitos y un tipo de células de glía conocido como glía envolvente 
olfatoria (Figura 4.5_C) (Herrera et al. 2005). Estas células gliales, al igual que los 
astrocitos, se localizan cerca de vasos sanguíneos y presentan citoplasmas 
electrolúcidos y un núcleo con uno o dos nucleolos. Las células de glía envolvente 
presentan menor densidad de filamentos intermedios que los astrocitos, lo que 
permite su distinción. Las prolongaciones de las células de la glía envolvente se 
intercalan entre los axones del nervio olfatorio aislando perfectamente distintos 
paquetes, tal como puede observarse en la Figura 4.5_D. Otra característica 
ultraestructural de las células de glía envolvente es la presencia de numerosos 
cuerpos residuales en su citoplasma (Figura 4.5_C, E y F). Estos cuerpos 
electrodensos y de contenido heterogéneo se localizan aleatoriamente, aunque es 


























Figura 4.5. Imágenes de microscopía electrónica estándar de la ONL del bulbo olfatorio de 
Macaca fascicularis. 
 
(A) Imagen panorámica del nervio olfatorio mostrando la sección longitudinal y transversal de  
algunos fascículos de axones olfatorios.  
 
(B) Detalle de los axones del nervio olfatorio cortados transversalmente donde se observa su 
axoplasma poco electrodenso que contiene mitocondrias, vesículas redondeadas y microtúbulos.  
 
(C) Vista panorámica de axones del nervio olfatorio cortados en diferentes orientaciones. Entre 
ellos se localizan los somas de células de glía envolvente olfatoria. En el citoplasma de las 
células gliales se observan numerosos cuerpos residuales (flechas).  
 
(D) Soma de una célula de glía envolvente. Nótese cómo extiende prolongaciones envolviendo 
y aislando varios paquetes de axones olfatorios. También se aprecia un cuerpo resudual (flecha).  
 
(E y F) Imágenes mostrando detalles de los cuerpos residuales que se encuentran en el 
citoplasma de las células de glía envolvente (E: flecha. F: asteriscos).  
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4.3.2 ORGANIZACIÓN ULTRAESTRUCTURAL DE LA CAPA DE LOS 
GLOMÉRULOS OLFATORIOS 
En el bulbo olfatorio de macaco, la GL tiene dos regiones perfectamente diferenciadas: 
la zona periglomerular y el neuropilo glomerular. La primera contiene los somas de las 
células yuxtaglomerulares (células periglomerulares, células superficiales de axón 
corto y células empenachadas externas), mientras que el neuropilo glomerular está 
formado únicamente por procesos dendríticos y axónicos.  
Al igual que ocurre en roedores, cuando analizamos al microscopio electrónico el 
neuropilo de los glomérulos olfatorios de Macaca fascicularis, podemos observar que 
está claramente compartimentalizado (Figura 4.6_A). En él se distinguen dos zonas 
que podemos definir, empleando la terminología acuñada por Chao y colaboradores 
(1997) y Kosaka y colaboradores (1997), como: zona del nervio olfatorio o 
compartimento sensorial y zona no-nervio olfatorio o compartimento sináptico. 
Ultraestructuralmente, a pocos aumentos, las dos zonas se diferencian fácilmente 
debido a la presencia de los terminales axónicos del nervio olfatorio en el 
compartimento sensorial, que le confieren un aspecto muy electrodenso si lo 
comparamos con el compartimento sináptico que carece de axones del nervio olfatorio 
(Figura 4.6_A). Ambas zonas, aunque separadas, se encuentran formando 
interdigitaciones. 
Para poder identificar y clasificar los elementos que conforman el neuropilo de los 
glomérulos olfatorios del macaco utilizamos como referencia los mismos criterios 
morfológicos empleados en la descripción de los glomérulos olfatorios de la rata 
(Pinching & Powell 1971a; Pinching & Powell 1971b; Pinching & Powell 1971c; Price & 
Powell 1970c; Price & Powell 1970d; Price & Powell 1970b). Según estos criterios, los 
elementos neuronales que encontramos en el neuropilo glomerular del bulbo olfatorio 
de Macaca fascicularis son cuatro (Figura 4.6_B): 
El primer elemento son perfiles dendríticos de las células principales que se localizan 
tanto en el compartimento sensorial como en el compartimento sináptico. Estos son, 
generalmente, perfiles electrolúcidos de gran tamaño que presentan varias 
mitocondrias y pequeños grupos de vesículas, mayoritariamente redondas, localizadas 
cerca de la membrana de las especializaciones sinápticas. Desde las dendritas de las 
células principales se establecen contactos sinápticos asimétricos sobre las dendritas 
de las células periglomerulares. Estos contactos son claramente distinguibles por el 
aspecto electrodenso de la especialización presente en el elemento postsináptico 
(Figura 4.6_B).  
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El segundo elemento que observamos son dendritas de células periglomerulares que 
se localizan tanto en el compartimento sensorial como en el compartimento sináptico. 
Estos perfiles son, por lo general, de menor tamaño y más electrodensos que los de 
las células principales. Contienen pocas mitocondrias y sus vesículas sinápticas son de 
aspecto aplanado. Las dendritas de las células periglomerulares contienen gémulas, es 
decir, engrosamientos dendríticos desde los que las células realizan contactos 
sinápticos, según la terminología acuñada por Rall y colaboradores (1966). Estas 
interneuronas establecen contactos sinápticos simétricos sobre las dendritas de las 
células principales (Figura 4.6_B). 
El tercer elemento presente en el interior de los glomérulos olfatorios son las 
porciones terminales de los axones del nervio olfatorio localizadas exclusivamente en 
el compartimento sensorial. A microscopía electrónica, estos axones presentan un 
aspecto muy electrodenso, escasas mitocondrias y numerosas vesículas sinápticas 
redondeadas que se distribuyen por todo el terminal axónico. Las sinapsis que 
establecen estos terminales son claramente asimétricas (Figura 4.6_B) y las realizan 
sobre las dendritas de las células principales y de algunas células periglomerulares. 
El cuarto elemento son los axones que encontramos en el compartimento sináptico, 
estos son de origen centrífugo y también presentan un aspecto muy electrodenso 
(Figura 4.7_D y E). En ocasiones, podemos observar la presencia de numerosas 
mitocondrias en estos terminales axónicos. Algunos de ellos contienen vesículas 
sinápticas aplanadas y realizan contactos sinápticos simétricos. Otros, por el contrario, 
presentan vesículas sinápticas de aspecto más redondeado y suelen realizar sinapsis 
asimétricas, no obstante, a veces también realizan contactos sinápticos simétricos. En 
ambos casos, los contactos suelen realizarse sobre dendritas de células 
periglomerulares. 
En resumen, las relaciones sinápticas que se establecen entre los elementos 
neuronales que componen el neuropilo glomerular son las siguientes: los terminales 
axónicos del nervio olfatorio realizan contactos sinápticos axo-dendríticos asimétricos 
sobre perfiles de células principales y células periglomerulares (Figura 4.6_B y Figura 
4.7_C). A su vez, las células principales y las células periglomerulares mantienen 
relaciones sinápticas dendro-dendríticas entre ellas, estableciéndose sinápsis 
asimétricas desde las células principales sobre las células periglomerulares, y sinápsis 
simétricas desde las células periglomerulares sobre las células principales. 
Frecuentemente los contactos sinápticos dendro-dendríticos forman pares recíprocos 
(Figura 4.7_A y B). Por último, los axones de origen centrífugo localizados en el 
compartimento sináptico realizan sus contactos sinápticos mayoritariamente sobre 
dendritas de células periglomerulares (Figura 4.7_D y E). 

















Figura 4.6. Imágenes de microscopía electrónica estándar de la GL del bulbo olfatorio de 
Macaca fascicularis. Organización y conectividad sináptica del neuropilo glomerular (I). 
 
(A) A bajos aumentos, se observa la compartimentalización de los glomérulos olfatorios, 
observándose dos zonas (delimitadas por las líneas negras continuas): el compartimento 
sensorial (ONZ), formado por terminales del nervio olfatorio (ON) y dendritas de células 
periglomerulares (PG) y células principales (M/T); y el compartimento sináptico (N-ONZ), 
caracterizado por la ausencia de ON.  
 
(B) Imagen mostrando los distintos tipos de contactos sinápticos que se encuentran en el ONZ 
de un glomérulo olfatorio. Se observan tres tipos de relaciones sinápticas entre los elementos 
presentes en esta zona: contactos sinápticos axo-dendríticos asimétricos desde perfiles del ON 
sobre perfiles de M/T y de PG (flechas abiertas); contactos sinápticos dendro-dendríticos 
asimátricos desde perfiles de M/T sobre dendritas de PG (flechas); y contactos sinápticos 
simétricos desde perfiles dendríticos de PG sobre dendritas de M/T (punta de flecha). Nótese la 
diferencia morfológica de las vesículas sinápticas que participan en los dos tipos de contactos 
sinápticos: vesículas redondeadas en los elementos presinápticos de los contactos sinápticos 
asimétricos y vesículas de aspecto aplanado en el caso de los contactos sinápticos simétricos.  
 
Barras de escala: (A) 2 µm; (B) 500 nm. Abreviaturas: M/T, células principales (célula 
mitral/empenachada); N-ONZ, compartimento sináptico; ON, nervio olfatorio; ONZ, 
compartimento sensorial; PG, células periglomerulares. 
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Figura 4.7. Imágenes de microscopía electrónica estándar de la GL del bulbo olfatorio de 
Macaca fascicularis. Conectividad sináptica del neuropilo glomerular (II).  
 
(A y B) Contactos sinápticos dendro-dendríticos recíprocos. Las dendritas de las células 
principales (M/T) realizan contactos sinápticos asimétricos (flechas) sobre perfiles dendríticos de 
células periglomerulares (PG). A su vez, los perfiles dendríticos de las PG realizan contactos 
sinápticos simétricos sobre las dendritas de las M/T (punta de flecha).  
 
(C) Dos perfiles dendríticos reciben contactos sinápticos asimétricos desde terminales axónicos 
del nervio olfatorio (ON) (flechas abiertas). 
 
(D) Vista semipanorámica del N-ONZ del neuropilo glomerular donde se ve un terminal axónico 
(Ax), probablemente de origen centrífugo, realizando contactos sinápticos asimétricos sobre un 
perfil dendrítico.  
 
(E) Detalle de los contactos sinápticos (puntas de flecha) del botón axónico mostrado en D.  
 
Barras de escala: (A, C) 500 nm; (B, E) 400 nm; (D) 800 nm. Abreviaturas: Ax, terminal 
axónico; M/T, células principales (célula mitral/empenachada); N-ONZ, compartimento 
sináptico; ON, nervio olfatorio; PG, células periglomerulares. 
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En la región periglomerular de la GL encontramos los somas de tres tipos neuronales 
que podemos identificar, por sus características morfológicas, como: células 
empenachadas externas, células superficiales de axón corto y células 
periglomerulares. 
Las células empenachadas externas son células principales que se diferencian de los 
dos tipos de interneuronas y que se sitúan principalmente en la porción más interna 
de la GL o en la región más superficial de la EPL. Presentan somas de gran tamaño 
con un alto contenido citoplasmático (Figura 4.8_A). El citoplasma presenta apariencia 
electrolúcida con numerosos orgánulos entre los que destacan: mitocondrias, 
abundante retículo endoplasmático rugoso, vesículas sinápticas redondeadas y 
microtúbulos bien organizados. El núcleo es eucromático, con una envoltura nuclear 
regular y un nucleolo muy evidente en la mayoría de los casos. 
Las células superficiales de axón corto son interneuronas, aunque no son muy 
numerosas. Se caracterizan porque presentan grandes núcleos de apariencia irregular, 
con una envoltura nuclear que contiene numerosas indentaciones, y en los que en 
ocasiones se observa claramente un nucleolo. El tamaño de estas células es 
intermedio entre el de las células empenachadas y las periglomerulares, y la cantidad 
de citoplasma que presentan alrededor del núcleo es moderada, generalmente mayor 
que la que presentan las células periglomerulares y menor que la que presentan las 
células empenachadas (Figura 4.8_B y C).  
El segundo tipo de interneuronas que identificamos en la GL son las células 
periglomerulares. Estas interneuronas son las células más abundantes de esta capa y 
presentan un soma considerablemente pequeño, si lo comparamos con el de las 
células empenachadas externas y el de las células superficiales de axón corto. En 
cuanto a sus características ultraestructurales, destaca la escasa cantidad de 
citoplasma que presentan alrededor del núcleo, que por lo general presenta alguna 
indentación en su envoltura nuclear (Figura 4.8_A y C). 
Un aspecto interesante del bulbo olfatorio del macaco, que no encontramos al estudiar 
el bulbo olfatorio de roedores, es la presencia de algunos somas celulares mielinizados 
en la región fronteriza entre la GL y la EPL, muchos de los cuales fueron identificados 
como células empenachadas externas (Figura 4.8_A). También es frecuente encontrar 
segmentos dendríticos recubiertos por vainas de mielina (Figura 4.8_D). Estos 
segmentos pueden clasificarse como pertenecientes a células principales, puesto que 
son perfiles relativamente grandes y de aspecto electrolúcido que realizan contactos 
sinápticos asimétricos desde los tramos que han perdido la vaina de mielina. También 
presentan mitocondrias grandes, microtúbulos muy organizados y algunas vesículas 
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redondeadas agrupadas en las zonas presinápticas, características todas ellas de las 
células principales (células mitrales/empenachadas). 
Figura 4.8. Imágenes de microscopía electrónica estándar del bulbo olfatorio de Macaca 
fascicularis.  Límite entre la GL y la EPL. 
 
(A) Imagen semipanorámica mostrando el límite entre la GL y la EPL donde se observan somas 
de células periglomerulares (PG), de pequeño tamaño y con poco citoplasma, y somas de 
células empenachadas (T), de mayor tamaño, con citoplasma más abundante y núcleos muy 
eucromáticos donde en ocasiones se aprecia el nucleolo. Nótese la presencia de dendritas y 
somas mielinizados, total o parcialmente, en esta zona (flechas).  
 
(B) Soma de una célula superficial de axón corto (sSAC) donde se observa su núcleo irregular 
con notables indentaciones.  
 
(C) Imagen semipanorámica mostrando el soma de una PG de pequeño tamaño y el soma de 
una sSAC de mayor tamaño.  
 
(D) Dos segmentos de dendritas de células principales (M/T) aparecen cortados 
longitudinalmente en el límite entre la GL y la EPL. El segmento superior está recibiendo tres 
contactos sinápticos simétricos (punta de flecha) desde tres perfiles dendríticos de células 
granulares (Gr) que contienen numerosas vesículas sinápticas de aspecto aplanado. El 
segmento dendrítico inferior está recubierto por mielina.  
 
Barras de escala: (A, C) 2 µm; (B) 1 µm; (D) 500 nm. Abreviaturas: Gr, células granulares; 
M/T, células principales (célula mitral/empenachada); PG, células periglomerulares; sSAC, 
células superficial de axón corto; T, células empenachadas. 
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4.3.3 ORGANIZACIÓN ULTRAESTRUCTURAL DE LA CAPA 
PLEXIFORME EXTERNA 
Para abordar el estudio de la organización ultraestructural de la EPL del bulbo olfatorio 
de Macaca fascicularis, estableceremos los mismos criterios ultraestructurales que se 
utilizan para identificar los distintos elementos neuronales que se encuentran en la 
EPL del bulbo olfatorio de rata. 
El análisis de la EPL del bulbo olfatorio de macaco demuestra la existencia de, al 
menos, tres tipos de perfiles dendríticos. Estos perfiles son: dendritas de células 
principales (células mitrales y/o empenachadas), dendritas de células granulares y 
dendritas de las interneuronas de la EPL. 
Las dendritas de las células principales se identifican fácilmente porque presentan un 
gran calibre y un aspecto electrolúcido. En su citoplasma podemos encontrar 
mitocondrias, microtúbulos bien organizados y vesículas redondeadas que se 
encuentran agrupadas en la zona presináptica de los contactos sinápticos asimétricos. 
En los cortes ultrafinos, los perfiles de las células principales presentan un aspecto 
redondeado o alargado, dependiendo del ángulo en el que la dendrita haya sido 
cortada. Es frecuente observar, pegados a estas dendritas, numerosos perfiles más 
electrodensos que corresponden a gémulas y/o espinas de células granulares o de 
interneuronas de la EPL, con las que establecen relaciones sinápticas (Figura 4.9_A-C, 
Figura 4.10_A, Figura 4.11_A-C y Figura 4.12_A, C y D). Estos dos perfiles, las 
gémulas de las células granulares y las de las interneuronas de la EPL, presentan 
características particulares que las diferencian entre sí. Las gémulas de las 
interneuronas de la EPL son perfiles considerablemente grandes, con bastantes 
mitocondrias y una elevada densidad de vesículas sinápticas. Por el contrario, las 
gémulas de las células granulares son perfiles de menor tamaño y contienen menor 
densidad de vesículas y de mitocondrias. En ambos casos, las vesículas sinápticas 
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Figura 4.9. Imágenes de microscopía electrónica estándar del bulbo olfatorio de Macaca 
fascicularis.  EPL. Conectividad sináptica (I). 
 
(A) Dendrita de una célula mitral (M/T) cortada longitudinalmente realizando sinapsis 
asimétricas (flechas) sobre perfiles dendríticos de células granulares (Gr). Se observan gémulas 
realizando contactos sinápticos simétricos sobre la dendrita de la M/T (punta de flecha).  
 
(B) Detalle de un par de contactos sinápticos dendro-dendríticos recíprocos entre una M/T y 
una interneurona de la EPL (iEPL). Se observa el contacto sináptico asimétrico desde la M/T 
sobre la gémula de la interneurona (flecha) y, contiguo a éste, el contacto sináptico simétrico 
realizado desde la interneurona sobre la dendrita de la M/T (puntas de flecha). Nótese la 
abundancia de vesículas sinápticas de aspecto aplanado dentro del perfil de la iEPL.  
 
(C) Perfil dendrítico de una M/T recibiendo una sinapsis simétrica (punta de flecha) desde la 
gémula de una iEPL. En el interior de la gémula se observan vesículas sinápticas aplanadas.  
 
(D) Vista semipanorámica de la zona más superficial de la EPL donde se observan somas y 
dendritas de células empenachadas (T) mielinizados o parcialmente mielinizados.  
 
Barras de escala: (A, B) 500 nm; (C) 200 nm; (D) 2 µm. Abreviaturas: Gr, células granulares; 
iEPL, interneururona de la capa plexiforme externa; M/T, célula principal (célula 
mitral/empenachada); T, célula empenachada. 
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El patrón general de conectividad que encontramos en la EPL implica la participación 
de los tres tipos celulares: células principales, células granulares e interneuronas de la 
EPL. Las relaciones sinápticas que mantienen células principales y granulares son: los 
troncos dendríticos de las células principales realizan contactos sinápticos asimétricos 
sobre las gémulas de las células granulares. Estas últimas, a su vez, realizan 
contactos sinápticos simétricos sobre las dendritas de las células principales. 
Frecuentemente, los contactos sinápticos forman pares recíprocos (Figura 4.12_A). 
Además, las dendritas de células mitrales y/o empenachadas también realizan sinapsis 
asimétricas sobre pequeñas espinas dendríticas de las células granulares (Figura 
4.12_B). 
Al igual que ocurre con las células granulares, las interneuronas de la EPL también 
realizan contactos sinápticos simétricos sobre las dendritas de las células principales 
(Figura 4.9_C), y reciben de ellas contactos sinápticos asimétricos, formando en 
numerosas ocasiones pares recíprocos (Figura 4.9_B; Figura 4.12_C y D). 
A lo largo de la EPL, se aprecia con relativa frecuencia la presencia de somas de 
células empenachadas mielinizados completa o parcialmente (Figura 4.9_D, Figura 
4.10_C, Figura 4.11_A); además de numerosas dendritas de células principales 
recubiertas de una vaina de mielina que aísla e imposibilita, en la mayoría de los 
casos, el establecimiento de relaciones sinápticas por parte de éstas (Figura 4.9_D, 
Figura 4.10_A). Pegadas a las dendritas de las células principales, podemos observar 
cómo las vainas de mielina adoptan la típica forma de pies gliales en sus 
terminaciones (Figura 4.10_B, Figura 4.11_B). Además, es frecuente encontrar 
contactos sinápticos que se realizan sobre, o desde, los segmento dendríticos de las 
células principales inmediatamente después de haber perdido la envoltura mielínica 
(Figura 4.10_C, Figura 4.11_B). 
Como regla general, las dendritas mielínicas de las células principales que hemos 
analizado están perfectamente aisladas por la envoltura de mielina. De esta forma, no 
realizan ni reciben ningún tipo de contacto sináptico desde, o sobre, el segmento 
mielinizado. Sin embargo, y aunque sólo muy ocasionalmente, hemos podido observar 
algún contacto sináptico sobre la dendrita de una célula principal envuelta por una 
vaina de mielina (Figura 4.11_C). 
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Figura 4.10. Imágenes de mi-
croscopía electrónica estándar 
de la EPL del bulbo olfatorio de 
Macaca fascicularis. Conecti-
vidad sináptica (II).  
 
(A) Imagen semipanorámica de 
la EPL mostrando contactos 
sinápticos asimétricos (flechas) 
desde perfiles dendríticos de 
células principales (M/T) sobre 
perfiles dendríticos de células 
granulares (Gr) e interneuronas 
de la EPL (iEPL). Además, 
pueden observarse los contactos 
sinápticos simétricos (punta de 
flecha) que realizan las gémulas 
de las interneuronas (Gr y iEPL) 
sobre los perfiles dendríticos de 
las M/T. En ocasiones, los 
contactos forman pares 
recíprocos. Nótese la presencia 
de un perfil dendrítico de una 
M/T mielinizado.  
 
(B) Dendrita parcialmente mieli-
nizada de una M/T cortada longi-
tudinalmente. Nótese la pre-
sencia de “pies gliales” (flechas). 
Estos “pies gliales” son los 
típicos ensanchamientos forma-
dos por los oligodendrocitos en 
las zonas donde termina la vaina 
de mielina.  
 
(C) Imagen del soma mieli-
nizado de una M/T y de la 
porción proximal de su dendrita 
donde se ha perdido la envoltura 
mielínica. Nótese la presencia de 
un par de contactos sinápticos 
recíprocos entre la dendrita de la 
M/T y un perfil dendrítico de una 
Gr (recuadro). El área enmar-
cada aparece ampliada en la 
parte inferior derecha de la 
fotografía, y muestra el par de 
contactos recíprocos: contacto 
sinápticto asimétrico (flecha) 
realizado desde la dendrita de la 
M/T sobre la gémula de la Gr, y 
contacto sináptico simétrico 
(punta de flecha) desde la 
gémula sobre la dendrita de la 
célula principal.  
 
Barras de escala: (A) 600 nm; 
(B) 400 nm; (C) 800 nm.  
Abreviaturas: Gr, células granu-
lares; iEPL, interneurona de la 
capa plexiforme externa; M/T, 
células principales (mitral/empe-
nachada); T, célula empena-
chada. 
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Figura 4.11. Imágenes de 
microscopía electrónica es-
tándar de la EPL del bulbo 





dríticos establecidos entre 
células principales (M/T) y 
células granulares (Gr). Los 
perfiles dendríticos de las 
M/T reciben sinapsis simé-
tricas (punta de flecha) 
desde los perfiles de las Gr y 
los perfiles de las Gr reciben 
sinapsis asimétricas desde 
las dendritas de las M/T 
(flecha). En la región inferior 
derecha de la imagen apare-
ce el soma de una células 
empenachada (T) parcial-
mente mielinizado donde 
puede verse el núcleo celular 
y el inicio de la porción pro-
ximal dendrítica no mielini-
zada.  
 
(B) Segmento dendrítico de 
una M/T parcialmente mieli-
nizada (flecha larga) reali-
zando contactos sinápticos 
asimétricos (flechas cortas) 
sobre un perfil dendrítico de 
una Gr. 
 
(C) Imagen mostrando va-
rios perfiles dendríticos de 
M/T realizando contactos si-
nápticos asimétricos (fle-
chas) sobre perfiles dendrí-
ticos de Gr. Nótese la pre-
sencia de un segmento den-
drítico, cortado longitudinal-
mente y parcialmente mieli-
nizado, recibiendo un con-
tacto sináptico simétrico (re-
cuadro líneas discontinuas) 
desde la gémula de una Gr. 
En el recuadro situado en la 
esquina inferior derecha de 
la imagen se amplía este 
contacto sináptico simétrico 
(punta de flecha). Obsérvese 
cómo el contacto sináptico 
está rodeado y aislado por la 
vaina de mielina.  
 
Barras de escala: (A) 
600nm; (B) 200nm; (C) 
800nm. Abreviaturas: Gr, 
células granulares; M/T, cé-
lulas principales (mitral/ empenachada); T, célula empenachada. 
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Figura 4.12. Imágenes de microscopía electrónica estándar de la EPL del bulbo olfatorio de 
Macaca fascicularis. Conectividad sináptica (IV). 
 
(A) Par de contactos sinápticos dendro-dendríticos recíprocos entre una célula principal (M/T) y 
la gémula de una célula granular (Gr). Se observa un contacto sináptico asimétrico (flecha) 
desde la M/T sobre la gémula de la Gr. A su vez, la M/T recibe una sinapsis simétrica (punta de 
flecha) desde la Gr. Pueden apreciarse algunas vesículas redondeadas y grandes mitocondrias 
en el perfil de la M/T. En la gémula de la Gr observamos numerosas vesículas aplanadas.  
 
(B) Detalle de un tronco dendrítico de una M/T realizando un contacto sináptico asimétrico 
(flecha) sobre una espina de una Gr. Nótese la presencia de vesículas sinápticas redondeadas 
en el elemento presináptico y la densidad postsináptica en la espina dendrítica.  
 
(C) Dendrita de una M/T recibiendo un contacto sináptico simétrico (punta de flecha) desde una 
gémula de una interneurona de la EPL (iEPL). A su vez, esta gémula está recibiendo un contacto 
sináptico asimétrico (flecha) desde el perfil de la M/T. Nótese  la abundancia de vesículas 
sinápticas aplanadas contenidas en la gémula de la iEPL.  
 
(D) Imagen mostrando un par de contactos sinápticos dendro-dendríticos recíprocos entre una 
M/T y una iEPL. El contacto sináptico asimétrico (flecha) está realizado desde el perfil de la M/T 
sobre el perfil dendrítico de la iEPL. A su vez, el perfil M/T está recibiendo un contacto sináptico 
simétrico (punta de flecha) desde la gémula de la iEPL.  
 
Barras de escala: (A y C) 400 nm; (B y D) 500 nm. Abreviaturas: Gr, células granulares; iEPL, 
interneururona de la capa plexiforme externa; M/T, células principales (célula 
mitral/empenachada). 
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4.3.4 ORGANIZACIÓN ULTRAESTRUCTURAL DE LA CAPA DE LAS 
CÉLULAS MITRALES Y LAS CAPAS INFRAMITRALES 
La MCL del bulbo olfatorio de macaco, aunque más desordenada y menos compacta 
que la del bulbo olfatorio de rata, es claramente distinguible a microscopía electrónica 
por la presencia de los grandes somas de las células mitrales (Figura 4.13, Figura 
4.14_A). Los cuerpos celulares de las células mitrales presentan abundante citoplasma 
electrolúcido donde podemos encontrar mucho retículo endoplasmático rugoso, 
aparato de Golgi, lisosomas y abundantes mitocondrias. Además, podemos observar 
un gran núcleo poco denso a los electrones y de aspecto eucromático que presenta 
una envoltura nuclear regular, sin indentaciones. En él, es frecuente observar el 
nucleolo (Figura 4.13_B, Figura 4.14_A). 
Además de los somas de las células mitrales, en esta capa también encontramos 
segmentos dendríticos de células granulares y de células profundas de axón corto, 
estos últimos en menor proporción, que ascienden perpendicularmente a la laminación 
del bulbo olfatorio en dirección hacia la EPL. Es importante destacar que, en esta capa 
y las capas subyacentes, encontramos dendritas, mielínicas y no mielínicas, 
procedentes presumiblemente de células granulares (Figura 4.13_A y Figura 4.14_A). 
Por último, es frecuente encontrar somas de células granulares desplazadas en la MCL 
y IPL (Figura 4.13_A). 
Las relaciones sinápticas que mantienen las células mitrales tienen lugar en las 
dendritas que discurren por la EPL principalmente, tal como ha sido descrito 
anteriormente (apartado 4.3.3). No obstante, estas células también presentan 
actividad sináptica en su soma. Podemos observar cómo las células mitrales realizan 
contactos somato-dendríticos asimétricos sobre perfiles de células granulares (Figura 























Figura 4.13. Imágenes de microscopía electrónica estándar de la MCL del bulbo olfatorio de 
Macaca fascicularis. (I). 
 
(A) Vista semipanorámica de la MCL y la IPL mostrando el soma de una célula mitral (M) junto 
con las regiones proximales de sus dos dendritas secundarias. Nótese su gran tamaño, su 
citoplasma electrolúcido y su núcleo eucromático con un nucleolo. En la IPL se aprecia un 
abundante neuropilo formado por dendritas y axones, muchos de ellos mielinizados. Además se 
observan algunos somas de células granulares desplazadas (Gr).  
 
(B) Soma de una célula mitral. En él se aprecia su núcleo eucromático regular y un nucleolo. En 
el citoplasma de aspecto electrolúcido se distingue abundante retículo endoplasmatico rugoso 
formando pilas de 5 ó 6 cisternas y muchas mitocondrias.  
 
Barras de escala: (A) 4 µm; (B) 1 µm. Abreviaturas: Gr, células granulares; IPL, capa 
plexiforme interna; M, célula mitral; MCL, capa de las células mitrales. 
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Figura 4.14. Imágenes de microscopía electrónica estándar de la MCL del bulbo olfatorio de 
Macaca fascicularis. (II). 
 
(A) Vista semipanorámica mostrando el soma de una célula mitral (M). En la izquierda de la 
imagen se observan numerosos perfiles dendríticos y axónicos mielínicos. En el soma de la M se 
destaca un contacto sináptico somato-dendrítico asimétrico que realiza la M sobre un perfil 
dendrítico (cuadrado discontinuo). Este contacto está ampliado en la imagen (C) (flecha).  
 
(B) Porción proximal de la dendrita secundaria de una M que realiza varios contactos sinápticos 
asimétricos (flechas) sobre perfiles dendríticos de células granulares.  
 
(C) Contacto somato-dendrítico de la célula mitral mostrada en (A) sobre una gémula de una 
célula granular (flecha). 
 
Barras de escala: (A) 2 µm; (B) 800 nm. Abreviaturas: M, célula mitral. 
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En la IPL, llama la atención el alto contenido de procesos, dendríticos y axónicos, 
tanto mielínicos como amielínicos (Figura 4.15_A). Además, entre ellos podemos 
observar los somas de células granulares desplazadas y, ocasionalmente, alguna 
célula profunda de axón corto. 
Los segmentos dendríticos organizados perpendicularmente a la laminación del bulbo 
olfatorio corresponden en su mayoría a células granulares. Podemos identificarlos 
porque su citoplasma no es excesivamente electrodenso, y presenta algunas vesículas 
aplanadas y microtúbulos que se organizan de forma paralela al eje longitudinal de la 
dendrita (Figura 4.15_B).  
En esta capa encontramos, como patrón de conectividad general, terminales axónicos 
electrodensos que realizan contactos sinápticos asimétricos sobre varicosidades o 
troncos dendríticos de células granulares (Figura 4.15_B-E). Estos terminales axónicos 
muestran un alto contenido en vesículas redondeadas, además de algunas 
mitocondrias.  
Finalmente, por debajo de la IPL se encuentra la GCL, donde podemos observar 
alineadamente y formando cadenas los somas de las células granulares (Figura 
4.16_A, G, H). Estas células son de pequeño tamaño y presentan núcleos grandes, 
irregulares y en su envoltura nuclear podemos encontrar alguna invaginación. La 
cantidad de citoplasma que envuelve al núcleo es notablemente escasa en todas estas 
células. En algunos casos podemos observar la presencia de un nucleolo evidente. En 
el bulbo olfatorio de Macaca fascicularis, a diferencia de lo observado en otras 
especies, algunos de los somas de las células granulares están aislados por una 
envoltura mielínica (Figura 4.16_G). 
Además de los somas de las células granulares, que suponen la población celular más 
numerosa de la GCL, también podemos observar algunos somas de mayor tamaño 
que pertenecen a células profundas de axón corto. El citoplasma de estas células es 
más abundante que el de las células granulares y tiene un aspecto granulado debido a 
la presencia de numerosos ribosomas. Su núcleo, generalmente ovalado, presenta 
cromatina poco densa y algunas indentaciones de la envuelta nuclear. 
En cuanto al neuropilo presente en la GCL, está formado principalmente por las 
dendritas de las células granulares y de las células profundas de axón corto. Las 
dendritas periféricas de las células granulares, mielínicas y/o amielínicas, se extienden 
perpendicularmente hacia las capas superiores, como se ha descrito anteriormente. 
Las dendritas basales, por el contrario, se dirigen hacia la parte más profunda del 
bulbo olfatorio. Estas dendritas presentan numerosas espinas, sobre las que muchos 
terminales axónicos realizan contactos sinápticos asimétricos (Figura 4.16_B-F). Las 
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espinas dendríticas se caracterizan por la ausencia de microtúbulos y un citoplasma 
más electrodenso que el tronco dendrítico. Además, pueden contener mitocondrias, 
algunas vesículas e incluso podemos observar el aparato de la espina, en forma de 
varios sáculos aplanados (Figura 4.16_B). 
Finalmente, encontramos contactos sinápticos asimétricos axo-somáticos sobre el 
soma de alguna célula profunda de axón corto (Figura 4.16_H y I). De todas las 
secciones ultrafinas de los diversos animales analizados, no hemos encontrado ningún 
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Figura 4.15. Imágenes de microscopía electrónica estándar de la IPL del bulbo olfatorio de 
Macaca fascicularis. 
 
(A) Imagen panorámica de la IPL mostrando numerosas dendritas y axones mielínicos y 
algunos somas de células granulares.  
 
(B-E) Conectividad sináptica de la IPL. Se distinguen perfiles de terminales axónicos (Ax) 
realizando contactos sinápticos asimétricos (flecha) sobre perfiles dendríticos de células 
granulares. Nótese la elevada presencia de perfiles dendríticos y axónicos mielinizados en esta 
capa. Además, pueden apreciarse las numerosas vesículas redondeadas contenidas en los 
terminales axónicos.  
 



















Figura 4.16. Imágenes de microscopía electrónica estándar de la GCL del bulbo olfatorio de 
Macaca fascicularis. 
 
(A) Micrografía panorámica de la GCL mostrando numerosos somas de células granulares, de 
pequeño tamaño, organizados en cadenas alineadas separadas por regiones de neuropilo. Se 
observan numerosos perfiles dendríticos, parte de ellos mielínicos, procedentes probablemente 
de las células granulares, y procesos axónicos mielínicos y amielínicos. En el pequeño soma de 
las células granulares puede apreciarse el escaso citoplasma y un núcleo con indentaciones. En 
algunos casos también puede observarse el nucleolo. 
 
(B-F) Detalles de la conectividad sináptica de la GCL. Se diferencian perfiles de terminales 
axónicos (Ax) repletos de vesículas sinápticas realizando contactos sinápticos asimétricos 
(flecha) sobre espinas de las dendritas (B-F) o sobre los troncos dendríticos de las células 
granulares (C).  
 
(G) Vista panorámica del soma de una célula granular parcialmente mielinizada. Nótese su gran 
núcleo y el escaso citoplasma que lo rodea. Además, se observan numerosos perfiles dendríticos 
mielinizados.  
 
(H) Vista semipanorámica de una célula profunda de axón corto (dSAC). Nótese el contacto 
sináptico asimétrico que está recibiendo en el soma (cuadro discontinuo) desde un terminal 
axónico (Ax) de procedencia desconocida.  
 
(I) Ampliación del contacto mostrado en H. 
 
Barras de escala: (A) 4 µm; (B, E) 500 nm; (C, D, F, I) 600 nm; (G, H) 1 µm. Abreviaturas: 
Ax, terminal axónico; dSAC, célula profunda de axón corto. 
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4.4 CARACTERIZACIÓN NEUROQUÍMICA Y ANÁLISIS DE 
LA CONECTIVIDAD DE LAS CÉLULAS PERIGLOMERU-
LARES DEL BULBO OLFATORIO DE Macaca fascicularis 
Estudios del bulbo olfatorio de mamíferos macrosmáticos demuestran que las células 
periglomerulares no constituyen una población celular homogénea en ningún sentido, 
ni desde un punto de vista neuroquímico ni de conectividad sináptica. Las células 
periglomerulares han sido clasificadas en dos grupos, dependiendo de las relaciones 
sinápticas que establecen con el nervio olfatorio: células periglomerulares de tipo 1 y 
células periglomerulares de tipo 2 (Kosaka et al. 1997; Kosaka et al. 1998; Toida et 
al. 1998; Toida et al. 2000). Las de tipo 1 extienden sus dendritas por ambos 
compartimentos del neuropilo glomerular (compartimento sensorial y compartimento 
sináptico), recibiendo contactos sinápticos asimétricos desde el nervio olfatorio. Las 
dendritas de las células periglomerulares de tipo 2, por el contrario, quedan relegadas 
exclusivamente al compartimento sináptico, de forma que nunca reciben contactos 
sinápticos desde los terminales del nervio olfatorio. 
Esta clasificación de las células periglomerulares se ha visto que existe en el bulbo 
olfatorio de diferentes especies como: rata, ratón, musaraña, erizo, topo y murciélago 
(Kosaka & Kosaka 2004). No obstante, todos estos animales comparten la 
característica de que son animales macrosmáticos y, hasta la fecha, ningún estudio se 
ha encargado de analizar si estos dos tipos de células periglomerulares existen en el 
bulbo olfatorio de animales microsmáticos como los primates. Por esto, en nuestro 
estudio, hemos realizado un análisis detallado de la conectividad de las diferentes 
subpoblaciones neuroquímicas de las células periglomerulares del bulbo olfatorio de 
Macaca fascicularis. 
4.4.1 CARACTERIZACIÓN NEUROQUÍMICA DE LAS CÉLULAS 
PERIGLOMERULARES 
Para realizar una caracterización neuroquímica de las células periglomerulares del 
bulbo olfatorio del macaco, hemos llevado a cabo dobles marcajes 
inmunohistoquímicos con fluorescencia, utilizando como marcadores dos enzimas: TH 
y nNOS, que marcan las células periglomerulares de tipo 1 en otras especies; y dos 
proteínas quelantes de calcio: CB y CR, como marcadores de las de tipo 2 en otras 
especies. 
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Tras los dobles marcajes inmunocitoquímicos, hemos analizado la colocalización de 
cada par de marcadores en la misma célula (TH/nNOS, TH/CB, TH/CR, nNOS/CB, 
nNOS/CR y CB/CR). Hemos estudiado un total de cien células inmunopositivas para 
cada marcador (n= 100) analizando la presencia de los otros, y el resultado indica la 
ausencia de colocalización de dos marcadores en la misma célula en todos los casos 
analizados. Tras estos resultados, podemos concluir que las células periglomerulares 
del bulbo olfatorio de macaco pueden clasificarse en, al menos, cuatro subpoblaciones 
independientes, no solapadas, desde el punto de vista neuroquímico (Figura 4.17): 
células periglomerulares TH-positivas, nNOS-positivas, CB-positivas y CR-positivas. 
También hemos analizado la ratio de las células periglomerulares que expresan cada 
uno de los cuatro marcadores. Los resultados son: 658 células TH-inmunopositivas (lo 
que supone un 35.2% del total de células periglomerulares contadas), 216 células 
nNOS-inmunopositivas (11.5%), 391 células CB-inmunopositivas (20.9%) y 605 
células CR-inmunopositivas (32.3%). Estos resultados permiten afirmar que las 
células periglomerulares TH-positivas y CR-inmunorreactivas son las subpoblaciones 
más abundantes, mientras que las poblaciones que expresan cada uno de los otros 
dos marcadores, nNOS y CB, son menos frecuentes. Estas últimas, representan 
aproximadamente 1/3 de las células periglomerulares TH-inmunopositivas y 2/3  de 
las células periglomerulares CR-positivas, respectivamente.  
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Figura 4.17. Doble inmunofluorescencia para TH/nNOS, TH/CB, TH/CR, nNOS/CB, nNOS/CR y 
CB/CR en el bulbo olfatorio de macaco.  
 
(A-F) Imágenes a bajos aumentos de microscopía confocal procedentes de “stacks” 
(acumulación de 5 a 7 secciones ópticas de 1 µm de grosor).  
 
(A’-F’) Imágenes a mayores aumentos representando secciones ópticas de 1 µm de grosor.  
 
(A-F’) No existe colocalización para dos marcadores distintos en las mismas células. Por tanto, 
las células periglomerulares que expresan TH, nNOS, CB y CR constituyen cuatro poblaciones 
neuronales no solapadas.  
 
Barras de escala: (A-F) 15 µm; (A’-F’) 10 µm. Abreviaturas: CB, calbindina; CR, calretinina; 
nNOS, isoforma neuronal de la sintasa del óxido nítrico; TH, tirosina hidroxilasa. 
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4.4.2 ANÁLISIS DE LA CONECTIVIDAD SINÁPTICA DE LAS 
CÉLULAS PERIGLOMERULARES 
Siguiendo con la caracterización de las células periglomerulares del bulbo olfatorio de 
Macaca fascicularis, hemos estudiado las características morfológicas y las relaciones 
sinápticas de cada una de las cuatro poblaciones neuroquímicas. 
• Células periglomerulares TH-inmunorreactivas 
El tamaño de los somas de las células periglomerulares TH-positivas que se sitúan 
alrededor de los glomérulos olfatorios oscila entre 7 y 10 µm (n= 100 células). Del 
soma de estas interneuronas surge una dendrita principal que penetra en el interior 
del glomérulo olfatorio donde se ramifica profusamente. Las dendritas de estas células 
contienen abundantes varicosidades y/o gémulas, como se puede apreciar por la alta 
densidad de puncta que expresan TH en el interior de los glomérulos olfatorios (Figura 
4.18). 
Figura 4.18. Imágenes de microscopía 
óptica donde aparecen marcadas las células 
periglomerulares que expresan TH en el 
bulbo olfatorio de macaco.  
 
(A) Población de células periglomerulares 
TH-positivas (puntas de flecha) rodeando 
los glomérulos olfatorios en la GL.  
 
(B) Imagen detallada del neuropilo 
glomerular mostrando puncta TH-inmu-
norreactivos (flechas).  
 
Barras de escala: (A) 30 µm; (B) 20 µm. 
Abreviaturas: EPL, capa plexiforme externa; 
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El análisis a microscopía electrónica revela que los perfiles que contienen TH se 
distribuyen por ambas zonas del neuropilo glomerular: compartimento sensorial y 
compartimento sináptico (Figura 4.19_A). Posteriormente, hemos realizado un 
recuento del número de perfiles positivos en cada una de las dos zonas. En el 
compartimento sensorial, la media del número de perfiles TH-inmunorreactivos que 
aparecen en un área de 134 µm2 es de 14.2 ± 4.1 y de 18.5 ± 6.3 para el 
compartimento sináptico (media ± SE; n= 100 áreas). Los perfiles positivos que 
aparecen en el compartimento sensorial reciben contactos sinápticos asimétricos 
desde los terminales axónicos del nervio olfatorio (Figura 4.19_B-D), y desde las 
dendritas de las células principales. Además, los perfiles TH-positivos realizan 
contactos sinápticos simétricos sobre otros perfiles, muchos de los cuales han sido 
identificados como dendritas de células principales (células mitrales/empenachadas) 
(Figura 4.19_E). En algunas ocasiones, encontramos perfiles dendríticos de células 
principales y de interneuronas TH-positivas formando pares de contactos sinápticos 
recíprocos (Figura 4.19_F). 
 
 
Figura 4.19. Conectividad sináptica de las dendritas de las células periglomerulares positivas 
para TH en el neuropilo glomerular de macaco.  
 
(A) Imagen semipanorámica del neuropilo glomerular mostrando que los perfiles dendríticos 
TH-positivos (flechas) se localizan en el compartimento sensorial (ONZ) y en el compartimento 
sináptico (N-ONZ). Los dos compartimentos del neuropilo glomerular están delimitados por la 
línea continua.  
 
(B y C) Las dendritas TH-inmunorreactivas reciben contactos sinápticos asimétricos (flechas) 
desde terminales de axones del nervio olfatorio (ON) en el ONZ.  
 
(D) Una dendrita TH-positiva recibe un contacto sináptico asimétrico (flecha) desde un axón del 
ON. Otra dendrita TH-inmunorreactiva realiza un contacto sináptico simétrico (flecha abierta) 
sobre un perfil TH-negativo.  
 
(E) Una dendrita TH-inmunorreactiva recibe un contacto sináptico asimétrico (flecha) desde la 
dendrita de una célula principal (M/T).  
 
(F) Par de contactos sinápticos dendro-dendríticos recíprocos entre una células periglomerular 
TH-inmunorreactiva y una M/T. La dirección de la sinapsis asimétrica va desde la M/T hacia el 
perfil TH-positivo (flecha) y el contacto sináptico simétrico ocurre desde el perfil TH-positivo 
sobre la M/T (flecha abierta).  
 
Barras de escala: (A) 2 µm; (B-F) 500 nm. Abreviaturas: M/T, células principales (célula 
mitral/empenachada); N-ONZ, compartimento sináptico; ON, nervio olfatorio; ONZ, 
compartimento sensorial; TH, tirosina hidroxilasa. 
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• Células periglomerulares nNOS-inmunorreactivas 
Las células periglomerulares nNOS-positivas que aparecen distribuidas alrededor de 
los glomérulos olfatorios muestran pequeños somas de entre 7 y 11 µm (n= 100 
células) y sus árboles dendríticos los encontramos ramificados por todo el interior de 
















Figura 4.20. Imágenes de bulbo olfatorio de macaco donde aparecen marcadas las neuronas 
nNOS-inmunorreactivas.  
 
(A) Población de células periglomerulares nNOS-inmunorreactivas (puntas de flecha) 
localizadas en la GL.  
 
(B) Imagen de un glomérulo olfatorio mostrando la distribución de puncta nNOS-
inmunorreactivos (flechas) por todo el neuropilo glomerular.  
 
Barra de escala: (A) 30 µm; (B) 20 µm. Abreviaturas: EPL, capa plexiforme externa; GL, capa 
de los glomérulos olfatorios; nNOS, isoforma neuronal de la sintasa de óxido nítrico. 
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El análisis a microscopía electrónica de los elementos nNOS-positivos revela que se 
distribuyen por ambos compartimentos del neuropilo glomerular (compartimento 
sensorial y compartimento sináptico). La media del número de perfiles positivos 
encontrados en un área de  134 µm2  del compartimento sensorial es de 2.75 ± 1.3 
(media ± SE; n= 100 áreas). En el compartimento sináptico se hallaron 2.3 ± 1.3 (n= 
100 áreas). En el compartimento sensorial, al igual que ocurre con los perfiles TH-
positivos, los perfiles nNOS-inmunorreactivos también reciben sinapsis asimétricas 
desde terminales axónicos del nervio olfatorio (Figura 4.21_B, C, E y F) y desde 
perfiles identificados como dendritas de células principales (Figura 4.21_C). Además, 
los perfiles nNOS-inmunorreactivos realizan contactos sinápticos dendro-dendríticos 



































Figura 4.21. Conectividad sináptica de las dendritas de las células periglomerulares positivas 
para nNOS en el neuropilo glomerular de macaco.  
 
(A) Imagen semipanorámica del neuropilo glomerular mostrando perfiles nNOS-
inmunorreactivos localizados en el compartimento sensorial (ONZ) y en el compartimento 
sináptico (N-ONZ). La línea continua delimita los dos compartimentos del neuropilo glomerular.  
 
(B) Imagen a elevados aumentos mostrando un contacto sináptico asimétrico (flecha) desde un 
axón del nervio olfatorio (ON) sobre una dendrita nNOS-inmunorreactiva. 
 
(C) Una dendrita de una célula periglomerular nNOS-inmunopositiva recibe un contacto 
sináptico asimétrico (flecha) desde un terminal axónico del ON y otro (flecha abierta) desde una 
dendrita de una célula principal (M/T). 
 
(D) La dendrita de una célula periglomerular nNOS-inmunorreactiva localizada en el ONZ 
realiza un contacto sináptico simétrico (flecha) sobre la dendrita de una M/T.  
 
(E-F) Secciones ultrafinas seriadas mostrando perfiles nNOS-positivos que reciben contactos 
sinápticos asimétricos desde el ON (flechas) en el ONZ. Uno de los perfiles nNOS-positivos 
realiza una sinapsis simétrica (flecha abierta) sobre la dendrita de una M/T.  
 
Barras de escala: (A) 2 µm; (B) 250 nm; (C-F) 500 nm. Abreviaturas: M/T, célula principal 
(célula mitral/empenachada); nNOS, isoforma neuronal de la sintasa de óxido nítrico; N-ONZ, 
compartimento sináptico; ON, nervio olfatorio; ONZ, compartimento sensorial. 
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• Células periglomerulares CB-inmunorreactivas 
Los somas que expresan CB en la región periglomerular del bulbo olfatorio de mono 
presentan diámetros de entre 6 y 10 µm (n= 100 células) (Figura 4.22_A). Las 
dendritas de estas células se ramifican repetidamente por el interior del glomérulo 
olfatorio, en cuyo neuropilo observamos un marcaje punteado propio de gémulas, 
espinas y/o varicosidades. A microscopía óptica, pueden distinguirse algunas zonas del 
neuropilo glomerular que carecen de elementos CB-positivos (Figura 4.22_B). 
Figura 4.22. Imágenes de microscopía óptica 
mostrando los elementos CB-inmunorreactivos 
en el bulbo olfatorio de macaco.  
 
(A) La población de células periglomerulares 
que expresan CB en la GL (puntas de flecha) 
rodea los glomérulos olfatorios.  
 
(B) Imagen detallada mostrando puncta CB-
positivos (flechas) en el neuropilo glomerular. 
Nótese que existen parches de neuropilo que 
carecen de elementos CB-positivos (asteriscos). 
 
Barra de escala: (A) 30 µm; (B) 20 µm. 
Abreviaturas: CB, calbindina; EPL, capa 
plexiforme externa; GL, capa de los glomérulos 






El posterior estudio a microscopía electrónica revela que todos los perfiles CB-positivos 
se distribuyen exclusivamente por el compartimento sináptico (Figura 4.23_A), y que 
los parches que no contienen elementos CB-positivos se corresponden con el 
compartimento sensorial. En el compartimento sináptico, la media de perfiles CB-
positivos hallados en un área de 134 µm2 fue de 4.3 ± 2.5 (media ± SE; n= 100 
áreas), mientras que en el compartimento sensorial, el número de perfiles hallados 
por área fue igual a cero. Esta particular distribución impide que los perfiles CB-
positivos reciban contactos sinápticos desde el nervio olfatorio. En el compartimento 
sináptico, los perfiles CB-positivos realizan contactos sinápticos simétricos sobre las 
dendritas de las células principales (Figura 4.23_B) y, a su vez, éstas realizan sinapsis 
asimétricas sobre las dendritas que expresan CB (Figura 4.23_C). Ocasionalmente, 
encontramos sinapsis formando pares recíprocos (Figura 4.23_D). 
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Figura 4.23. Conectividad sináptica de las dendritas de las células periglomerulares positivas 
para CB en el neuropilo glomerular de macaco.  
 
(A) Imagen semipanorámica del neuropilo glomerular mostrando la distribución de los perfiles 
CB-positivos en el compartimento sináptico (N-ONZ). Nótese que los perfiles CB-positivos no se 
encuentran en el compartimento sensorial (ONZ). La línea continua delimita los dos 
compartimentos del neuropilo glomerular.  
 
(B) Una dendrita CB-inmunopositiva realiza un contacto sináptico simétrico (flecha) sobre la 
dendrita de una M/T. La gémula de una célula periglomerular CB-inmunonegativa también 
realiza un contacto sináptico simétrico (flecha abierta) sobre la misma M/T.  
 
(C) Una dendrita CB-inmunorreactiva recibe un contacto sináptico asimétrico (flecha) desde la 
dendrita de una M/T.  
 
(D) Sinapsis dendro-dendrítica recíproca entre una célula periglomerular CB-inmunorreactiva y 
una M/T. El contacto sináptico asimétrico va desde la M/T sobre el perfil CB-positivo (flecha 
abierta) y la sinapsis simétrica va desde el perfil CB-positivo hacia la M/T (flecha).  
 
Barras de escala: (A) 2 µm; (B-D) 500 nm. Abreviaturas: CB, calbindina; g, gémula; M/T, 
célula principal (célula mitral/empenachada); N-ONZ, compartimento sináptico; ONZ, 
compartimento sensorial. 
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• Células periglomerulares CR-inmunorreactivas 
Las células periglomerulares CR-positivas presentan somas de pequeño tamaño, entre 
7 y 9 µm (n= 100 células), y dendritas que inervan el interior de los glomérulos 
olfatorios (Figura 4.24_A). Cuando analizamos el neuropilo glomerular a elevados 
aumentos, podemos distinguir cómo las dendritas CR-positivas se distribuyen 
formando “haces dendríticos”  que se localizan, aparentemente, de forma aleatoria por 
el interior de los glomérulos, pero dejando territorios sin inervar. También podemos 
ver una abundante densidad de puncta CR-positivos (Figura 4.24_B). 
Figura 4.24. Imágenes del bulbo olfatorio de 
macaco donde aparecen marcadas las células 
periglomerulares que expresan CR.  
 
(A) La inmunohistoquímica para CR revela la 
presencia de una abundante población de 
células periglomerulares positivas para CR 
(puntas de flecha) inervando el neuropilo 
glomerular en la GL.  
 
(B) Imagen detallada mostrando puncta CR-
positivos (flechas) en el neuropilo glomerular. 
Las puntas de flecha señalan haces de 
prolongaciones dendríticas y puncta CR-
positivos.  
 
Barras de escala: (A) 30 µm; (B) 20 µm. 
Abreviaturas: CR, calretinina; EPL, capa 
plexiforme externa; GL, capa de los 







Los estudios de microscopía electrónica indican que las zonas del neuropilo glomerular 
en las que aparecen los “haces dendríticos” CR-positivos, observados a microscopía 
óptica, coinciden exactamente con el compartimento sináptico. De hecho, no 
encontramos ningún perfil CR-positivo en el compartimento sensorial (Figura 4.25_A). 
La media de perfiles CR-positivos por área  de 134 µm2 es de 6.7 ± 4.9 (media ± SE; 
n= 100 áreas) en el compartimento sináptico y de 0 en el compartimento sensorial 
(n= 100 áreas). Estos resultados son coherentes con el hecho de que no encontremos 
ningún contactos sináptico axo-dendrítico desde los terminales del nervio olfatorio 
sobre las células CR-positivas. Los contactos sinápticos en los que participan las 
células periglomerulares CR-positivas son principalmente sinapsis con las células 
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principales. Las dendritas CR-positivas reciben sinapsis asimétricas desde las 
dendritas de las células principales (Figura 4.25_B) y, a su vez, realizan contactos 
sinápticos simétricos sobre ellas (Figura 4.25_C y D).  
Figura 4.25. Conectividad sináptica de las dendritas de las células periglomerulares positivas 
para CR en el neuropilo glomerular de macaco.  
 
(A) Imagen semipanorámica del neuropilo glomerular mostrando que los perfiles CR-positivos 
(flechas) se localizan en el compartimento sináptico (N-ONZ) y no se encuentran en el 
compartimento sensorial (ONZ). La línea continua delimita los dos compartimentos del neuropilo 
glomerular.  
 
(B) Dendrita de una célula periglomerular CR-inmunorreactiva recibiendo un contacto sináptico 
asimétrico (flecha) desde la dendrita de una célula principal (M/T). A su vez, la M/T recibe un 
contacto sináptico asimétrico (flecha abierta) desde el nervio olfatorio (ON).  
 
(C) Una dendrita CR-inmunorreactiva realiza un contacto sináptico simétrico (flecha) sobre la 
dendrita de una M/T.  
 
(D) Una dendrita CR-inmunopositiva realiza un contacto sináptico simétrico (flecha).  
 
Barras de escala: (A) 2 µm; (B-D) 500 nm. Abreviaturas: CR, calretinina; M/T, célula principal 
(célula mitral/empenachada); N-ONZ, compartimento sináptico; ON, nervio olfatorio; ONZ, 
compartimento sensorial; PG, células periglomerulares. 
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4.5 CARACTERIZACIÓN NEUROQUÍMICA Y ANÁLISIS DE 
LA CONECTIVIDAD DE LAS INTERNEURONAS DOPA-
MINÉRGICAS DE LA CAPA PLEXIFORME EXTERNA 
La EPL de mamíferos macrosmáticos como la rata, el ratón, el hámster o el erizo 
contiene una importante y heterogénea población de interneuronas cuyo papel en la 
circuitería del bulbo olfatorio no se conoce completamente. Aunque los primeros 
estudios que evidenciaron la existencia de estas interneuronas datan de finales del 
S.XIX, su participación en los circuitos neuronales del bulbo olfatorio ha sido 
completamente ignorada durante años. Finalmente, gracias a algunas investigaciones 
de los últimos veinte años, se ha establecido el patrón de conectividad sináptica de 
estas interneuronas en el bulbo olfatorio de roedores y otros mamíferos 
macrosmáticos. 
La mayor parte de interneuronas de la EPL expresan la proteína ligante de calcio PV. 
Junto a esta población de interneuronas positivas para PV, en la EPL existe otra 
población de células dopaminérgicas que expresan la enzima TH (Davis & Macrides 
1983; Gall et al. 1987; Kosaka et al. 1991; Hoogland & Huisman 1999; Jeong et al. 
2003; Gómez et al. 2007; Choi et al. 2010; Parrish-Aungst et al. 2007). Al inicio de 
esta Tesis Doctoral, no existía ni un solo estudio que se ocupara del análisis de la 
conectividad sináptica que presentan estas células dopaminérgicas en ninguna especie 
de mamíferos, ni macrosmáticos ni microsmáticos. 
Teniendo en cuenta la ausencia de datos acerca de estas interneuronas, y dada la 
relevancia de los circuitos dopaminérgicos en el desarrollo de la enfermedad de 
Parkinson y en la función olfativa, nos propusimos llevar a cabo un estudio preliminar, 
pero detallado, de su conectividad sináptica. 
Para poder determinar el lugar que ocupan estas células en la circuitería de la EPL, 
primero nos planteamos caracterizar estas interneuronas en un animal macrosmático 
como la rata y, posteriormente, en otro microsmático como el macaco. En este 
capítulo, en primer lugar expondremos los resultados obtenidos del estudio de las 
interneuronas dopaminérgicas de la EPL realizado en rata y, a continuación, 
describiremos los resultados derivados del análisis en macaco. 
Una vez resuelta la conectividad sináptica de la subpoblación de interneuronas 
dopaminérgicas en macaco, en la segunda parte de esta Tesis Doctoral hemos 
realizado un estudio comparativo entre macacos control y macacos tratados con MPTP, 
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a fin de esclarecer si el tratamiento con esta neurotoxina provoca una alteración en el 
patrón de conectividad de estas interneuronas. 
4.5.1 ESTUDIO Y CARACTERIZACIÓN DE LAS INTERNEURONAS 
DOPAMINÉRGICAS DE LA CAPA PLEXIFORME EXTERNA 
EN EL BULBO OLFATORIO DE LA RATA 
4.5.1.1 CARACTERIZACIÓN MORFOLÓGICA 
Después de  realizar una inmunohistoquímica para detectar la expresión de TH, 
encontramos un considerable número de células positivas en la EPL del bulbo olfatorio 
de la rata (Figura 4.26). En el eje rostro-caudal, la densidad de neuronas positivas no 
varía. Ocurre lo mismo en los cuadrantes dorso-lateral, dorso-medial, ventro-lateral y 
ventro-medial. Podemos afirmar, por tanto, que las interneuronas dopaminérgicas se 
distribuyen homogéneamente a lo largo de esta capa.  
Es importante aclarar que todas aquellas células TH-inmunorreactivas cuyas 
caracterísitcas morfológicas, o localización, nos hacen pensar que puedan tratarse de 
algún tipo celular ya caracterizado, quedan excluidas de este estudio. Entre las 
interneuronas excluidas se encuentran, por un lado, las células periglomerulares 
desplazadas (Kosaka & Kosaka 2011), que se localizan en la región más superficial de 
la EPL. Estas neuronas extienden sus dendritas hacia la GL e inervan el neuropilo 
glomerular (Figura 4.27_C y F). Por otro lado, tampoco fueron consideradas las 
células de pequeño tamaño localizadas en la región más profunda de la EPL (Figura 
4.28_B y C). Estas interneuronas suponen un punto de controversia, puesto que 
algunos autores aseguran que son idénticas a las células granulares localizadas en la 
MCL, IPL y región superficial de la GCL y, por tanto, son consideradas como tales; 
mientras que otros autores afirman que pueden ser células migrantes que van 
dirigidas hacia la región periglomerular de la GL (Baker et al. 2001; Saino-Saito et al. 
2004; Pignatelli et al. 2009). En cualquier caso, todas estas células fueron excluidas 
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Figura 4.26. Imágenes semipanorámicas de una sección coronal (A) y de una sección 
parasagital (B) del bulbo olfatorio de rata tras una inmunohistoquímica para marcar TH. La 
mayoría de interneuronas TH-positivas son células periglomerulares localizadas en la GL. En la 
EPL también encontramos una población de células TH-inmunorreactivas (flechas), que no 
inervan el neuropilo glomerular.  
 
Barra de escala: 50 µm. Abreviaturas: EPL, capa plexiforme externa; GCL, capa de células 
granulares; GL, capa de los glomérulos olfatorios; IPL, capa plexiforme interna; MCL, capa de 
las células mitrales. 
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Figura 4.27. Fotografía de microscopía óptica mostrando la heterogeneidad morfológica de 
las interneuronas TH-inmunorreactivas de la EPL (flechas) en secciones parasagitales (A, B, D, 
E y F) y coronal (C) del bulbo olfatorio de la rata. Las flechas abiertas en (C) y (F) señalan 
células periglomerulares desplazadas, que han sido excluidas del estudio.  
 
Barra de escala: 50 µm. Abreviaturas: EPL, capa plexiforme externa; GL, capa de los glomérulos 
olfatorios. 
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Figura 4.28. Imágenes mostrando algunas interneuronas TH-positivas de la EPL (flechas) en 
secciones parasagital (A) y coronales (B y C) del bulbo olfatorio de la rata. Nótese la presencia 
de una de las dendritas de estas interneuronas que se prolonga hacia la región más profunda de 
la EPL, cruza la MCL y alcanza la IPL (puntas de flecha). Las flechas abiertas en (B) y (C) 
señalan pequeñas células localizadas en la región más profunda de la EPL y en la zona 
intermedia entre la MCL y la IPL. Estas neuronas no han sido incluidas en este estudio.  
 
Barras de escala: (A) 50 µm; (B y C) 25 µm. Abreviaturas: EPL, capa plexiforme externa; GCL, 
capa de células granulares; GL, capa de los glomérulos olfatorios; IPL, capa plexiforme interna; 
MCL, capa de las células mitrales. 
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Como puede observarse en las imágenes (Figura 4.26, Figura 4.27, Figura 4.28 y 
Figura 4.29), las interneuronas dopaminérgicas de la EPL del bulbo olfatorio de la rata 
forman una población neuronal morfológicamente muy heterogénea. Presentan somas 
redondeados, ovales, piriformes o fusiformes con un diámetro que oscila entre 10 y 15 
µm. De éste surgen de 2 a 4 dendritas que se ramifican en todas las direcciones a lo 
largo de la EPL (Figura 4.27). Incluso, en algunas ocasiones, las porciones dendríticas 
más distales cruzan la MCL (Figura 4.28), llegando a alcanzar la IPL. Estas dendritas 
presentan numerosos y variados apéndices (Figura 4.30). Encontramos desde espinas 
cortas y gruesas hasta otras que muestran finos y largos pedúnculos (Figura 4.30_E-
I). Además, se aprecian engrosamientos en las regiones distales de las dendritas que 
recuerdan a varicosidades (Figura 4.30_J). En algunos casos, podemos observar la 
porción proximal de un axón que surge desde el soma de estas interneuronas. Éste se 
dirige, en unas ocasiones, hacia las regiones más profundas de la EPL (Figura 4.31_A 
y B) y, en otras, lo hace hacia las zonas superficiales de esta capa (Figura 4.31_C-E). 
Lamentablemente, no podemos seguir el axón en toda su extensión, por lo que no 
podemos conocer el lugar al que proyecta ni cuáles son sus dianas sinápticas. 
Figura 4.29. Dibujo de cá-
mara clara representando 
las interneuronas positivas 
para TH localizadas en la 
EPL, en una sección para-
sagital (A) y una coronal 
(B) del bulbo olfatorio de la 
rata. Nótese la hetero-
geneidad morfológica de 
estas células. Las células pe-
riglomerulares TH-positivas 
no han sido incluidas en el 
esquema. En el dibujo, los 
círculos representan los 
glomérulos olfatorios y los 
triángulos representan los 
somas de las células 
mitrales.  
 
Barra de escala: 50 µm. 
Abreviaturas: EPL, capa 
plexiforme externa; GL, 
capa de los glomérulos 










Figura 4.30. Detalles morfológicos de las interneuronas TH-positivas de la EPL del bulbo 
olfatorio de la rata.  
 
(A-D) Las dendritas de estas células muestran apéndices similares a espinas y engrosamientos 
similares a varicosidades. Los recuadros en cada una de las imágenes corresponden a las áreas 
aumentadas.  
 
(E-I) Imágenes a elevados aumentos mostrando detalles morfológicos de los apéndices de 
estas interneuronas. El apéndice mostrado en (E) tiene un fino y largo pedúnculo si lo 
comparamos con los apéndices mostrados en el resto de imágenes.  
 
(J) Detalle de engrosamientos dendríticos similares a varicosidades.  
 
Barras de escala: (A-C) 25 µm; (D) 15 µm; (E-J) 2 µm.  
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Figura 4.31. Axones de las interneuronas TH-inmunorreactivas de la EPL del bulbo olfatorio 
de la rata (flechas).  
 
(A-B) Axones de interneuronas TH-positivas dirigidos hacia las capa más profundas del bulbo 
olfatorio. En (A) aparece una ampliación del segmento inicial del axón y la porción proximal de 
éste.  
 
(C-E) Axones TH-inmunopositivos dirigidos hacia la GL. Las células mostradas en (D) y (E) son 
las mismas interneuronas que se muestran en Figura 4.27_B y Figura 4.27_D, respectivamente.  
 




Capítulo	  4	   	   	  
	  126	  
4.5.1.2 CARACTERIZACIÓN NEUROQUÍMICA 
El  análisis neuroquímico de esta población de interneuronas demuestra que 
constituyen una población celular independiente de la formada por las interneuronas 
PV-inmunorreactivas descrita previamente en la EPL (Figura 4.32_A y B) (Kosaka et 
al. 1994; Toida et al. 1994; Toida et al. 1996). Tras dobles marcajes 
inmunocitoquímicos con TH y PV, podemos afirmar que no existe colocalización de 
ambos marcadores en ninguna de las células analizadas.  
El número de las interneuronas dopaminérgicas es claramente menor que el número 
de células positivas para PV presentes en esta capa. De un total de 694 células 
analizadas en la EPL, 614 son interneuronas PV-inmunopositivas (88.5%) y, sólo 80 
células son TH-inmunopositivas (11.5%). 
Posteriormente, dobles marcajes inmunocitoquímicos demuestran que todas las 
células TH-positivas analizadas expresan también la enzima para la síntesis de GABA, 
GAD 67 (Figura 4.32_C y D). Esto pone de manifiesto que se trata de una población 






Figura 4.32. Caracterización neuroquímica de las interneuronas TH-inmunorreactivas de la 
EPL del bulbo olfatorio de la rata.  
 
(A-B) Doble inmunofluorescencia para TH (verde) y PV (rojo). No existe colocalización de TH y 
PV en las mismas células, lo que evidencia que las interneuronas TH-positivas de la EPL y las 
PV-positivas constituyen dos poblaciones no solapadas.  
 
(C-D) Doble inmunofluorescencia para TH (rojo) y GAD 67 (verde). TH y GAD 67 colocalizan en 
las mismas células, demostrando que las interneuronas TH-positivas de la EPL son células 
GABAérgicas.  
 
Barra de escala: 15 µm. Abreviaturas: GAD 67, ácido glutámico descarboxilasa -isoforma 67-; 
PV, parvalbúmina; TH, tirosina hidroxilasa. 
Resultados	  (I)	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4.5.1.3 ANÁLISIS ULTRAESTRUCTURAL 
Lamentablemente, debido al denso precipitado de DAB que se encuentra ocupando 
todo el interior celular, no es posible realizar un análisis ultraestructural completo de 
las interneuronas TH-inmunorreactivas de la EPL. No obstante, podemos afirmar que 
presentan núcleos pálidos con numerosas indentaciones y algunos orgánulos 
localizados en el citoplasma, entre los que se diferencian: mitocondrias, aparato de 
Golgi o retículo endoplasmatico. En sus dendritas puede observarse un conjunto de 
vesículas morfológicamente heterogéneo donde podemos diferenciar hasta tres tipos: 
vesículas que presentan un tamaño y forma similar a las vesículas sinápticas, grandes 
vesículas de núcleo denso y vesículas polimórficas de mayor tamaño que las 
anteriores. 
Para poder analizar la conectividad sináptica de las interneuronas TH-positivas de la 
EPL, hemos realizado un estudio exhaustivo de sus dendritas en secciones ultrafinas 
seriadas de diferentes animales. Nuestros resultados revelan que los perfiles 
dendríticos TH-positivos analizados no realizan contactos sinápticos sobre las 
dendritas de otras células (Figura 4.33). De hecho, cuando alguna dendrita TH-
positiva se encuentra yuxtapuesta a una dendrita de una célula principal, es frecuente 
encontrar lamelas de células gliales evitando la formación de contactos sinápticos 
entre ambas (Figura 4.33_A-E). 
Para poder descartar definitivamente que las interneuronas dopaminérgicas de la EPL 
puedan participar en contactos sinápticos dendro-dendríticos, hemos seleccionado a 
microscopía óptica varias células TH-inmunorreactivas y las hemos cortado con el 
ultramicrotomo para analizar sus dendritas en secciones ultrafinas seriadas (Figura 
4.34). Tras el estudio de microscopía electrónica, podemos concluir que los perfiles 
dendríticos analizados nunca actúan como elementos presinápticos. Es decir, estas 
dendritas no realizan contactos sinápticos sobre ningún otro elemento. Únicamente se 
comportan como elementos postsinápticos, ya que reciben sinapsis, tanto simétricas 
como asimétricas, desde terminales axónicos de origen desconocido (Figura 4.33, 
Figura 4.34 y Figura 4.35). 
Finalmente, técnicas inmunocitoquímicas para detectar GABA en postinclusión 
demuestran que todas las interneuronas dopaminérgicas de la EPL que han sido 
analizadas son GABAergicas y reciben contactos sinápticos procedentes de axones 
tanto no GABAergicos (Figura 4.35_A-D), como GABAergicos (Figura 4.35_E y F). 
 
Resultados	  (I)	  
	   129	  
Figura 4.33. Conectividad sináptica de las dendritas TH-inmunorreactivas de la EPL del bulbo 
olfatorio de la rata. (A-F) Las dendritas de las interneuronas TH-positivas (TH) de la EPL 
reciben contactos sinápticos asimétricos (flechas abiertas) desde botones axónicos (ax). Nótese 
que cuando una dendrita TH-inmunorreactiva está cerca de la dendrita de una célula principal 
(M/T), existen lamelas gliales evitando posibles contactos sinápticos entre ambos perfiles 
(puntas de flechas). Las imágenes de las fotografías (C) y (D) representan secciones ultrafinas 
seriadas. Las flechas en (B) señalan contactos sinápticos asimétricos desde dendritas de M/T 
sobre gémulas de células granulares (g). La flecha en (F) señala un contacto sináptico simétrico 
desde la gémula de una célula granular (g) sobre la dendrita de una M/T.  
 
Barra de escala: 250 nm. Abreviaturas: ax, botón axónico; g, gémula; M/T, célula principal 
(célula mitral/empenachada); TH, tirosina hidroxilasa. 
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Figura 4.34. Conectividad sináptica de las dendritas de las interneuronas TH-
inmunorreactivas de la EPL del bulbo olfatorio de la rata. La célula mostrada a microscopía 
óptica en (A) es la misma que aparece a elevados aumentos en la Figura 4.27_C. Las dos áreas 
encuadradas en la imagen de microscopía óptica corresponden a las imágenes de microscopía 
electrónica mostradas en (A) y (B).  
 
(A) La dendrita TH-inmunorreactiva recibe un contacto sináptico asimétrico (flecha abierta) 
desde un terminal axónico (ax). El área encuadrada aparece a mayores aumentos en las 
imágenes (A1), (A2), (A3) y (A4), que corresponden a cuatro secciones ultrafinas seriadas. 
En la imagen (A4), el axón también establece un contacto sináptico con un perfil TH-
inmunonegativo (flecha).  
 
(B) Dendrita TH-positiva que recibe un contacto sináptico asimétrico desde un axón (ax). El 
área encuadrada aparece magnificada en las imágenes (B1) y (B2), que corresponden a un par 
de secciones ultrafinas seriadas. La flecha abierta señala el contacto sináptico.  
 
(C, D) Par de secciones ultrafinas seriadas mostrando una sinapsis simétrica (flecha abierta) 
sobre una porción dendrítica de esta interneurona TH-inmunorreactiva.  
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Figura 4.35. La inmunocitoquímica con oro coloidal para detectar GABA en postinclusión 
confirma que las interneuronas TH-inmunorreactivas de la EPL del bulbo olfatorio de la rata son 
GABAérgicas, y sus dendritas reciben contactos sinápticos  desde axones GABA-positivos y 
GABA-negativos. Las fotografías corresponden a pares de secciones ultrafinas seriadas.  
 
(A-D) Perfiles TH-positivos (TH) que reciben contactos sinápticos asimétricos (flechas abiertas) 
desde axones GABA-negativos (ax). Las flechas en (A) y (B) señalan los contactos sinápticos 
desde células mitrales (M/T), que son GABA-negativas, sobre gémulas de células granulares (g), 
que son GABA-positivas.  
 
(E, F) Perfil TH-inmunorreactivo que recibe un contacto sináptico simétrico (flecha abierta) 
desde un axón GABAérgico (ax). Nótese la presencia de vesículas de núcleo denso en el perfil 
TH-positivo. Entre la dendrita de la interneurona TH-positiva y la dendrita de la M/T que, a su 
vez, es GABA-negativa, existe una fina lamela glial (puntas de flecha).  
 
Barra de escala: 500nm. Abreviaturas: ax, botón axónico; g, gémula; M/T, células principales 
(célula mitral/empenachada); TH, tirosina hidroxilasa. 
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4.5.2 ESTUDIO Y CARACTERIZACIÓN DE LAS INTERNEURONAS 
DOPAMINÉRGICAS DE LA CAPA PLEXIFORME EXTERNA 
EN EL BULBO OLFATORIO DE Macaca fascicularis 
Como ya ha sido nombrado en el apartado 4.2, la distribución de las células TH-
positivas a lo largo de todas las capas del bulbo olfatorio de macaco fue descrita 
recientemente (Belzunegui et al. 2007). En este estudio se pone de manifiesto la 
presencia de células dopaminérgicas en la EPL, aunque no se analiza su conectividad.  
Tras nuestro estudio pormenorizado de las interneuronas dopaminérgicas de la EPL del 
bulbo olfatorio de rata, hemos analizado la población de interneuronas dopaminérgicas 
de la EPL del bulbo olfatorio de Macaca fascicularis. 
Por un lado, el aspecto morfológico de las células positivas para TH localizadas en la 
porción más interna de la EPL del macaco no recuerda al de las células TH-
inmunorreactivas encontradas en rata. Más bien recuerdan a células granulares que 
podrían estar desplazadas, ya que presentan pequeños somas (6-8 µm) de formas 
redondeadas u ovales de los que surge una dendrita apical que se extiende 
radialmente hacia la EPL, donde se ramifica, y otras dendritas secundarias que se 
dirigen hacia las capas más profundas de la GCL. No obstante, sólo el análisis de la 
conectividad que presentan sus dendritas puede dar las claves para determinar si son 
células granulares desplazadas o no. 
Por otra parte, también encontramos interneuronas dopaminérgicas en la porción más 
externa de la EPL. La mayoría de estas células presentan somas de pequeño tamaño 
(7-10 µm) que extienden sus procesos dendríticos hacia la GL, inervando el neuropilo 
glomerular. Estas características propias de las células periglomerulares nos hacen 
pensar que se trata de “células periglomerulares desplazadas”, por lo que no las 
incluimos en este estudio como parte de la población de interneuronas dopaminérgicas 
de la EPL y no estudiamos la conectividad de sus dendritas, localizadas en el interior 
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Figura 4.36. Conectividad de las interneuronas positivas para TH de la EPL del bulbo olfatorio 
de Macaca fascicularis (I).  
 
(A-E) Cinco secciones ultrafinas seriadas donde se observa un contacto sináptico asimétrico 
(flecha blanca) dendro-dendrítico desde una célula principal (M/T) sobre un perfil TH-
inmunorreactivo (TH). Nótese la presencia de vesículas sinápticas redondeadas agrupadas en el 
elemento presináptico del contacto.  
 
(F) Imagen mostrando un contacto sináptico simétrico (punta de flecha) desde un perfil 
dendrítico TH-positivo sobre una dendrita de una M/T en la EPL.  
 
Barra de escala: 500 nm. Abreviaturas: M/T, célula principal (célula mitral/empenachada); TH, 
tirosina hidroxilasa. 
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A diferencia de lo que hallamos en el bulbo olfatorio de rata, el patrón de conectividad 
sináptica que presentan las neuronas dopaminérgicas localizadas en la EPL del macaco 
es el siguiente: todos los perfiles TH-positivos analizados en esta capa establecen 
contactos sinápticos dendro-dendríticos con las células principales (células 
mitrales/empenachadas). Los perfiles dendríticos TH-positivos reciben sinapsis 
asimétricas desde las dendritas de las células principales  (Figura 4.36_A-E, Figura 
4.37_A-D) y, a su vez, realizan sinapsis simétricas sobre ellas (Figura 4.36_F).  
En este punto, es importante destacar que en ninguno de los casos estudiados hemos 
observado que los perfiles positivos para TH actúen únicamente como elementos 
postsinápticos, recibiendo sinapsis procedentes de terminales axónicos, como sí 
ocurría con las interneuronas TH-positivas de la EPL del bulbo olfatorio de rata. 
 
Figura 4.37. Conectividad de las interneuronas positivas para TH de la EPL del bulbo olfatorio 
de Macaca fascicularis (II).  
 
(A-D) Secciones ultrafinas seriadas donde se observa el perfil de la dendrita de una célula 
principal (M/T) realizando dos contactos sinápticos asimétricos (flechas) sobre dos perfiles 
dendríticos TH-positivos en la EPL.  
 
Barra de escala: 500 nm. Abreviaturas: M/T, célula principal (célula mitral/empenachada); TH, 
tirosina hidroxilasa. 
Resultados	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4.6 CARACTERIZACIÓN NEUROQUÍMICA Y ANÁLISIS DE 
LA CONECTIVIDAD DE LAS INTERNEURONAS NO 
DOPAMINÉRGICAS DE LA CAPA PLEXIFORME 
EXTERNA DE Macaca fascicularis 
Para completar el estudio de la conectividad de las interneuronas encontradas en la 
EPL del bulbo olfatorio del macaco, también hemos estudiado el patrón de 
conectividad sináptica de otros perfiles dendríticos que establecen sus relaciones 
sinápticas en esta capa. En concreto, hemos analizado la conectividad de las células 
que expresan los marcadores CB y CR. 
Observamos que los perfiles marcados, tanto con CB como con  CR, están implicados 
en relaciones sinápticas con las dendritas de las células principales. Las dendritas de 
las células principales (células mitrales y/o empenachadas) realizan contactos 
sinápticos asimétricos sobre las dendritas de las interneuronas CR-inmunorreactivas y 
CB-positivas (Figura 4.38_A-C). Las interneuronas, a su vez, establecen sinapsis 
simétricas dendro-dendríticas sobre las células principales (Figura 4.38_D). A la luz de 
estos resultados, podemos afirmar que el patrón de conectividad que presentan las 
interneuronas CB-inmunopositivas y CR-inmunorreactivas corresponde al descrito, 
clásicamente, para las células granulares y para las interneuronas PV-inmunopositivas 


















Figura 4.38. Patrón de conectividad sináptica en el neuropilo de la EPL de Macaca fascicularis.  
 
(A-C) Perfiles dendríticos CB-inmunorreactivos (CB) recibiendo contactos sinápticos asimétricos 
(flechas blancas) desde perfiles dendríticos de célula principales (M/T). Nótese la presencia de 
vesículas sinápticas redondeadas agrupadas en el elemento presinátptico, así como la densidad 
postsináptica en el elemento marcado (CB).  
 
(D) Detalle de un contacto sináptico simétrico (punta de flecha) desde un perfil dendrítico CB-
positivo sobre un perfil dendrítico de una M/T.  
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Los estudios en pacientes que sufren la enfermedad de Parkinson revelan que esta 
dolencia es una enfermedad multisistémica, ya que cuenta con alteraciones en 
distintos órganos, tejidos o sistemas. Entre ellos, se ve afectado el sistema olfativo. 
En nuestro trabajo, hemos realizado un estudio comparativo de la organización de los 
circuitos del bulbo olfatorio de macacos control y macacos parkinsonianos desde un 
punto de vista puramente neuroanatómico. Es decir, intentamos conocer si existen 
cambios anatómicos en el bulbo olfatorio que puedan dar pistas que ayuden a 
entender por qué existe una disfunción olfativa en la enfermedad de Parkinson. Para 
ello hemos estudiado comparativamente la citoarquitectura, la quimioarquitectura y la 
conectividad de los circuitos del bulbo olfatorio de macacos control con respecto a 
macacos parkinsonianos.  
5.1 ANÁLISIS DE LA ORGANIZACIÓN GENERAL DEL 
BULBO OLFATORIO DE MACACO PARKINSONIANO. 
ESTUDIOS DE MICROSCOPÍA ÓPTICA Y ELECTRÓNICA 
Tras analizar la citoarquitectura del bulbo olfatorio de macacos parkinsonianos a 
microscopía óptica, observamos que el patrón de organización de las distintas capas 
que forman el bulbo olfatorio se corresponde exactamente con el descrito en animales 
control, tal como se describe en el capítulo anterior apartado 4.1 y se observa en la 
Figura 5.1_A.  
Además, cuando estudiamos la organización ultraestructural del neuropilo del bulbo 
olfatorio de animales parkinsonianos capa por capa, ésta también coincide fielmente 
con la organización ultraestructural previamente descrita en el estudio del bulbo 
olfatorio de monos control (capítulo 4).  
Brevemente y como idea general, podemos concluir que, tal como ocurre en el bulbo 
olfatorio de animales control, en los monos parkinsonianos la transmisión sináptica  
predominante es dendro-denrítica recíproca. Las dendritas de las neuronas principales 
(células mitrales/empenachadas) y las dendritas de las células periglomerulares, 
células granulares y de las interneuronas de la EPL establecen contactos sinápticos 
entre ellas en la GL y en la EPL, y muchas veces estas sinapsis forman pares 
recíprocos. De este modo, las dendritas de las células principales, que actúan como 
elementos presinápticos de los contactos sinápticos asimétricos son, al mismo tiempo, 
los elementos postsinápticos de las sinapsis simétricas. De igual manera, las dendritas 
de las células periglomerulares, de las células granulares y de las interneuronas de la 
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EPL, que son los elementos presinápticos de las sinapsis simétricas, son también los 
elementos postsinápticos de los contactos sinápticos asimétricos (Figura 5.1_B y C).  
Todas las características ultraestructurales del bulbo olfatorio de los monos control 
que han sido estudiadas y descritas en el capítulo anterior (capítulo 4) se repiten 
fielmente cuando analizamos el bulbo olfatorio de los monos parkinsonianos (Figura 
5.1_C-F), mostrando que no existen diferencias, al menos apreciables 
cualitativamente, en la organización general del bulbo olfatorio, en el patrón de 
conectividad general de los circuitos sinápticos, ni en las características 





Figura 5.1. Organización general del bulbo olfatorio de macaco parkinsoniano.  
 
(A) Tinción de Nissl en una sección coronal revelando el patrón de organización laminar.  
 
(B) Neuropilo glomerural donde se observa un contacto sináptico dendro-dendrítico entre una 
célula principal (M/T) y una célula periglomerular (PG). Se identifica una sinapsis asimétrica 
(flecha cerrada) desde el perfil de la M/T sobre la dendrita de la PG y, a su vez, se ve cómo la 
dendrita de la PG realiza un contacto sináptico simétrico (punta de flecha) sobre la dendrita de 
la M/T.  
 
(C) Conectividad sináptica de la EPL. Contactos dendro-dendríticos recíprocos entre M/T y  
células granulares (Gr). Las sinapsis asimétricas (flechas cerradas) van desde los perfiles de las 
M/T sobre los perfiles de las Gr, y los contactos sinápticos simétricos (puntas de flecha) van 
desde las Gr sobre los perfiles de las M/T. Nótese la presencia de dendritas de M/T mielínicas 
cortadas transversalmente.  
 
(D) Imagen mostrando el neuropilo de la EPL. Perfiles dendríticos de M/T mielínicos y 
amielínicos. También pueden observarse perfiles de menor tamaño, mielínicos y amielínicos, 
que corresponden principalmente a axones y a algunas dendritas de las Gr.  
 
(E) Imagen de la IPL mostrando procesos dendríticos y axónicos, mielínicos y amielínicos. Las 
flechas marcan contactos sinápticos asimétricos desde terminales axónicos sobre dendritas de 
Gr. 
 
(F) Imagen de GCL donde aparecen principalmente somas de Gr. Además, se observan 
abundantes dendritas de Gr y/o de células profundas de axón corto, mielínicas y amielínicas, y 
numerosos axones.  
 
Barras de escala: (A) 500 µm, (B) 400 nm, (C) 500 nm, (D) 1µm, (E) 800 nm y (F) 4µm. 
Abreviaturas: EPL, capa plexiforme externa; GCL, capa de las células granulares; GL, capa de 
los glomérulos olfatorios; Gr, células granulares; IPL, capa plexiforme interna; MCL, capa de las 
células mitrales; M/T, célula principal (células mitrales y empenachadas); OB, bulbo olfatorio; 
PG, células periglomerulares; WM, sustancia blanca.  
Resultados	  (II)	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5.2 ESTUDIO COMPARATIVO DE LA DISTRIBUCIÓN DE 
LAS DISTINTAS POBLACIONES DE INTERNEURONAS 
EN EL BULBO OLFATORIO DE ANIMALES CONTROLES 
Y ANIMALES PARKINSONIANOS 
Para realizar el estudio de la distribución de las distintas poblaciones de interneuronas 
del bulbo olfatorio de animales parkinsonianos y poder compararlo con el de los 
animales control, hemos utilizado los mismos marcadores especificados en el apartado 
4.2. Al analizar el patrón de distribución de las diferentes poblaciones de 
interneuronas presentes en el bulbo olfatorio de macacos parkinsonianos, los 
resultados coinciden con los patrones de distribución observados en los animales 
control (Figura 4.3). Tampoco detectamos diferencias en la organización o en las 
características morfológicas de las células marcadas en el bulbo olfatorio de animales 
parkinsonianos cuando los comparamos con los casos control. 
Para completar el estudio comparativo, también hemos realizado un estudio 
cuantitativo en el que hemos analizado si existen cambios en el número de células 
periglomerulares y de células granulares tras el tratamiento con MPTP. 
Estudios previos demuestran que existe un aumento estadísticamente significativo en 
el número de células periglomerulares que expresan TH en el bulbo olfatorio de 
macacos parkinsonianos cuando son comparados con animales control (Belzunegui et 
al. 2007). En nuestro estudio, hemos cuantificado las cuatro subpoblaciones 
neuroquímicas de células periglomerulares. Para ello, hemos calculado el número de 
células periglomerulares por glomérulo en animales control y en parkinsonianos, 
utilizando los cuatro marcadores que las definen: TH, nNOS, CB y CR.  
Nuestros resultados muestran que la intoxicación con MPTP induce un aumento 
estadísticamente significativo en el número de células periglomerulares TH-
inmunorreactivas, cuando comparamos el bulbo olfatorio de monos parkinsonianos 
con el de los casos control (p= 0.037; Figura 5.2). Estos resultados están en 
concordancia con los publicados por Belzunegui y colaboradores (2007). Por el 
contrario, nuestros resultados también indican que no existen cambios 
estadísticamente significativos en el número de células periglomerulares que expresan 
nNOS, CB y CR, cuando comparamos el bulbo olfatorio de monos parkinsonianos con 





















Figura 5.2. Gráfica mostrando los cambios en el número de células periglomerulares (PG) 
por glomérulo que expresan distintos marcadores cuando comparamos el bulbo olfatorio de 
macacos control con el de macacos parkinsonianos (MPTP). El asterisco indica diferencias 
estadísticamente significativas después de someter los datos a un test “t de Student”; p<0.05 
(*). Los datos representados son la media ± SE.  
 
Abreviaturas: CB-ir, células periglomerulares calbindina inmunorreactivas; CR-ir, células 
periglomerulares calretinina inmunorreactivas; glom, glomérulo olfatorio; MPTP, macacos 
parkinsonianos; nNOS-ir, células periglomerulares que expresan sintasa del óxido nítrico; PG, 
células periglomerulares; SE, error estándar; TH-ir, células periglomerulares tirosina hidroxilasa 
inmunorreactivas. 
Con el mismo objetivo de comparar animales control y animales parkinsonianos, 
hemos cuantificado el número de somas de células granulares CR-inmunorreactivos en 
áreas de 25600 µm2 seleccionadas al azar en la GCL. Los resultados muestran que no 
hay diferencias estadísticamente significativas en el número de granos CR-positivos 
tras el tratamiento con MPTP (p= 0.8, Figura 5.3). 
Figura 5.3. Gráfica mostrando que no 
existen cambios estadísticamente 
significativos en el número de células 
granulares (Gr) que expresan CR (CR-ir) en 
el bulbo olfatorio de macacos tras el 
tratamiento con MPTP. Los datos 
representados son la media ± SE.  
 
Abreviaturas: CR-ir, células calretinina 
inmunorreactivas, Gr, células granulares; 
MPTP, macacos parkinsonianos; SE, error 
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5.3 ANÁLISIS COMPARATIVO DE LOS DISTINTOS 
SISTEMAS DE NEUROTRANSMISIÓN DE LOS 
CIRCUITOS OLFATORIOS EN MACACOS CONTROLES Y 
PARKINSONIANOS 
5.3.1 ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE SINAPTOFISINA  
Tras comprobar que no existen cambios anatómicos en la distribución de las distintas 
poblaciones de interneuronas del bulbo olfatorio de los animales parkinsonianos, 
hemos analizado los efectos del tratamiento con MPTP en la densidad de puncta que 
expresan sinaptofisina en el neuropilo de la GL, de la EPL y de la GCL. Los resultados 
demuestran que existe una disminución estadísticamente significativa en la densidad 
de elementos positivos en la GL y en la EPL del bulbo olfatorio de animales 
parkinsonianos cuando los comparamos con los animales control (p= 0.006 y p= 
0.029, respectivamente; Figura 5.4). Por el contrario, los resultados indican que no 
existen cambios estadísticamente significativos en la densidad de puncta 
inmunopositivos en la GCL (p= 0.815; Figura 5.4). 
 
Figura 5.4. Efectos del tratamiento con MPTP en la expresión de SYN en las GL, EPL y GCL 
del bulbo olfatorio de macaco. (A y B) Ejemplos de imágenes procesadas para la cuantificación 
de los elementos positivos del neuropilo glomerular de macacos control (A) y de macacos 
parkinsonianos (B). Barra de escala: 5µm. (C) Gráfica mostrando la densidad de puncta que 
expresan SYN. Los datos representados son la media ± SE. Los asteriscos indican cambios 
estadísticamente significativos tras la aplicación del test “t de Student”; p<0.05 (*); p<0.01 
(**).  
 
Abreviaturas: EPL, capa plexiforme externa; GCL, capa de las células granulares; GL, capa de 
los glomérulos olfatorios; MPTP, macacos parkinsonianos; SE, error estándar; SYN, 
sinaptofisina. 
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5.3.2 ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DEL TRANSPORTADOR 
VESICULAR DE GLUTAMATO 1 (VGLUT 1) 
Para conocer si los circuitos excitatorios presentes en el bulbo olfatorio se ven 
alterados por el tratamiento con MPTP, hemos realizado un estudio cuantitativo de la 
expresión del transportador vesicular de glutamato 1 (VGLUT 1) en el neuropilo del 
bulbo olfatorio de macacos parkinsonianos y de macacos control. Los resultados 
muestran un descenso estadísticamente significativo de la densidad de puncta que 
expresan VGLUT 1 en el bulbo olfatorio de macacos parkinsonianos, tras compararlos 
con los resultados obtenidos de animales control, en todas las regiones analizadas: 






Figura 5.5. Efectos de la neurotoxina MPTP en la expresión de VGLUT 1 en el bulbo olfatorio 
de macaco. (A y B) Dos planos confocales del neuropilo glomerular de animales control (A) y 
parkinsonianos (B). Barra de escala: 5µm. (C) Gráfica mostrando cambios en la densidad de 
puncta VGLUT 1-inmunorreactivos en el neuropilo de la GL, EPL y GCL. Los asteriscos señalan 
cambios estadísticamente significativos mediante la aplicación del test “t de Student”; p<0.05 
(*); p<0.01 (**). Los datos representados son la media ± SE.  
 
Abreviaturas: EPL, capa plexiforme externa; GCL, capa de las células granulares; GL, capa de 
los glomérulos olfatorios; MPTP, macacos parkinsonianos; SE, error estándar; VGLUT 1, 
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5.3.3 ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE LA ENZIMA ÁCIDO 
GLUTÁMICO DESCARBOXILASA (GAD 65/67) 
Con el mismo propósito comparativo, hemos analizado los circuitos inhibidores del 
bulbo olfatorio del macaco cuantificando la densidad de puncta inmunorreactivos para 
la enzima ácido glutámico descarboxilasa –isoforma 65/67- (GAD 65/67) en el 
neuropilo del bulbo olfatorio de animales MPTP y control. Los resultados indican que el 
tratamiento con MPTP no induce cambios estadísticamente significativos en cuanto a la 
densidad de puncta que expresa GAD 65/67 en ninguna de las regiones analizadas: 
GL, EPL y GCL (p= 0.435, p= 0.708 y p= 0.186, respectivamente; Figura 5.6). 
Figura 5.6. Gráfica mostrando la 
ausencia de cambios estadísticamente 
significativos en la densidad de puncta 
que expresan GAD 65/67 en el 
neuropilo bulbar tras el tratamiento con 
MPTP. Comparación entre animales 
control y parkinsonianos (MPTP) 
mediante el test “t de Student”. Los 
datos representados son la media ± SE. 
Abreviaturas: EPL, capa plexiforme 
externa; GCL, capa de las células 
granulares; GL, capa de los glomérulos 
olfatorios; MPTP, macacos 
parkinsonianos; SE, error estándar. 
5.4 ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS CIRCUITOS DE 
MODULACIÓN SUBCORTICAL DEL BULBO OLFATORIO 
EN MACACOS PARKINSONIANOS VERSUS CONTROLES 
El bulbo olfatorio de los mamíferos recibe una importante inervación subcortical desde 
el telencéfalo basal (desde donde proyectan al bulbo olfatorio aferencias colinérgicas), 
desde los núcleos del rafe (fibras serotoninérgicas) y desde el locus coeruleus (fibras 
noradrenérgicas). Además, muchos estudios han relacionado diferentes alteraciones 
de estos sistemas con enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de 
Parkinson. Hasta la fecha, son escasos los trabajos que han analizado los sistemas de 
modulación subcortical en el bulbo olfatorio de mamíferos microsmáticos como el 
macaco (Porteros et al. 2007). Por todo ello, nosotros hemos realizado, en primer 
lugar, un estudio de la organización y la conectividad de cada uno de estos tres 
sistemas subcorticales que inervan el bulbo olfatorio de macacos control y, 
posteriormente, hemos llevado a cabo el análisis comparativo, para cada uno de ellos, 
entre macacos control y macacos que han sido tratados con MPTP.  
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5.4.1 ANÁLISIS DE LA INERVACIÓN COLINÉRGICA DEL BULBO 
OLFATORIO DE Macaca fascicularis 
5.4.1.1 DISTRIBUCIÓN DE LOS ELEMENTOS QUE EXPRESAN EL 
TRANSPORTADOR VESICULAR DE ACETILCOLINA (VAChT) 
Utilizando técnicas inmunohistoquímicas y microscopía óptica para estudiar la 
distribución de elementos colinérgicos en el bulbo olfatorio de Macaca fascicularis 
hemos comprobado que, en todos los casos, aparecen axones varicosos y puncta 
inmunorreactivos para el transportador vesicular de acetilcolina (VAChT), y en ningún 
caso hemos hallado somas neuronales o troncos dendríticos expresando este 
marcador. El patrón de distribución de los elementos que expresan VAChT es laminar, 
tal y como ha sido descrito previamente para otros marcadores colinérgicos como la 
enzima colinacetiltransferasa o la enzima acetilcolinesterasa (Porteros et al. 2007), 
siendo la GL la región donde mayor densidad de elementos positivos encontramos 
(Figura 5.7). Aquí, los procesos VAChT-inmunorreactivos se distribuyen por la región 
periglomerular, rodeando los glomérulos olfatorios, y emiten colaterales axónicas que 
inervan el interior de los glomérulos (Figura 5.7_A y B). En el neuropilo glomerular, 
los axones no se distribuyen de forma homogénea, tal como podemos observar en la 
Figura 5.7_C. Estudios de microscopía electrónica han demostrado que las zonas del 
neuropilo glomerular por donde se distribuyen los axones VAChT-inmunopositivos se 
corresponden únicamente con la zona sináptica. En ningún caso hemos encontrado 
axones o puncta VAChT-inmunorreactivos en la zona sensorial. En la región 
periglomerular, los puncta que expresan VAChT se localizan frecuentemente alrededor 
de los somas de células yuxtaglomerulares de pequeño tamaño (Figura 5.7_D). El 
diámetro de estas células oscila entre 7 y 10 µm (n=100), lo cual hace pensar que se 
trata de células periglomerulares. Para demostrar si realmente son células 
periglomerulares, hemos realizado dobles marcajes inmunocitoquímicos con la técnica 
de la DAB/DAB-Ni combinando el marcaje para VAChT con dos marcadores de células 
periglomerulares: la enzima TH y la proteína CR. Los resultados demuestran que los 
elementos VAChT-inmunopositivos rodean tanto a células periglomerulares que 


















Figura 5.7. Inmunodetección de elementos VAChT-positivos en la GL del bulbo olfatorio de 
Macaca fascicularis. (A) Imagen semipanorámica mostrando la GL donde aparecen axones y 
puncta que expresan VAChT. (B) Imagen de un glomérulo olfatorio (g) donde pueden 
distinguirse numerosos procesos VAChT-inmunorreactivos en la región periglomerular e 
inervando el neuropilo glomerular. (C) Imagen detallada del neuropilo glomerular evidenciando 
que los puncta VAChT-inmunorreactivos quedan restringidos a finas bandas que rodean zonas 
del neuropilo donde no aparece marca (asteriscos). (D) Detalle de la zona periglomerular donde 
aparecen somas de células periglomerulares inmunonegativos (asteriscos) rodeados por 
numerosos puncta VAChT-inmunopositivos.  
 
Barras de escala: (A y B) 30 µm, (C y D) 15 µm. Abreviaturas: EPL, capa plexiforme externa; 
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Figura 5.8. Caracterización neuroquímica de las células periglomerulares inervadas por los 
axones VAChT-inmunorreactivos. (A y B) Imágenes mostrando el soma de dos células 
periglomerulares TH-inmunorreactivas (precipitado marrón de DAB) rodeadas por puncta 
VAChT-positivos (precipitado negro de DAB-Ni, flechas). (C y D) Micrografías de microscopía 
óptica mostrando somas de células periglomerulares positivas para CR (precipitado marrón de 
DAB) que son rodeados por puncta VAChT-inmunorreactivos (precipitado negro de DAB-Ni, 
flechas).  
 
Barra de escala: 10 µm. Abreviaturas: CR, calretinina; PG, células periglomerulares; TH, tirosina 
hidroxilasa; VAChT, transportador vesicular de acetilcolina. 
Además de en la GL, hemos encontrado axones colinérgicos en el resto de capas del 
bulbo olfatorio. En la EPL, estos axones discurren perpendiculares a la laminación, 
ascendiendo desde las capas inframitrales hasta la GL (Figura 5.9_A). En las regiones 
inframitrales, IPL y GCL, la mayor parte de los axones VAChT-inmunorreactivos 
discurren en paralelo a la laminación, localizándose entre las filas de células 
granulares, en el caso de la GCL (Figura 5.9_B). Sin embargo, también pueden 
observarse algunos axones colinérgicos que ascienden perpendiculares a la laminación 
desde la GCL, llegando a cruzar la EPL. 





Figura 5.9. Fibras VAChT-inmunorreactivas localizadas en la EPL y regiones inframitrales. 
(A) Axón varicoso que expresa VAChT (flechas) cruzando la EPL perpendicularmente a la 
laminación del bulbo olfatorio hasta alcanzar la GL. (B) Imagen mostrando axones VAChT-
inmunopositivos (flechas) discurriendo a lo largo de la porción más externa de la GCL. Nótese la 
presencia de axones dispuestos tanto en orientación paralela como perpendicular a la 
laminación del bulbo olfatorio.  
 
Barra de escala: 30 µm. Abreviaturas: EPL, capa plexiforme externa; GCL, capa de las células 
granulares; GL, capa de los glomérulos olfatorios. 
5.4.1.2 CONECTIVIDAD DE LOS AXONES VAChT-POSITIVOS 
Los estudios de microscopía electrónica han revelado que los axones VAChT-
inmunopositivos establecen contactos sinápticos axo-dendríticos y axo-somáticos 
sobre algunas células del bulbo olfatorio. En la mayoría de los contactos colinérgicos 
no es posible detectar claramente una densidad postsináptica, por lo que hemos 
clasificado estos contactos morfológicamente como sinapsis simétricas (Figura 5.10, 
Figura 5.12, Figura 5.13, Figura 5.14 y Figura 5.15_A y B). No obstante, algunas 
veces sí puede intuirse la densidad postsináptica, aunque no es del todo evidente. En 
estos casos, la naturaleza simétrica o asimétrica de los contactos colinérgicos es 
dudosa (Figura 5.15_C y D). En la mayoría de casos, el precipitado electrodenso de 
DAB impide que pueda analizarse correctamente la ultraestructura de los perfiles 
colinérgicos. No obstante, en ocasiones sí es posible apreciar la presencia de 
abundantes vesículas sinápticas redondas, de medio y gran tamaño, y mitocondrias en 
los botones axónicos VAChT-inmunopositivos (Figura 5.10, Figura 5.12, Figura 5.13, 
Figura 5.14 y Figura 5.15). 
Analizando la conectividad de los axones colinérgicos en cada una de las capas del 
bulbo olfatorio, hemos observado que en la región periglomerular de la GL, los 
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botones VAChT-inmunopositivos realizan contactos sinápticos sobre el soma de las 
células periglomerulares (Figura 5.10). Podemos identificar estas interneuronas por las 
características ultraestructurales que presentan: núcleo ocupando casi todo el cuerpo 
celular, fino anillo citoplasmático rodeando el núcleo y una envoltura nuclear con 
indentaciones. Por el contrario, en esta región no hemos encontrado contactos 
sinápticos desde botones VAChT-inmunorreactivos sobre el soma de células 
empenachadas. Es más, cuando hemos observado la presencia de botones colinérgicos 
cerca del soma de una célula empenachada, también hemos observado la presencia 
de lamelas gliales localizadas entre los dos elementos, impidiendo la existencia de 
contactos sinápticos (Figura 5.11). 
 
 
Figura 5.10. Imágenes de microscopía electrónica que muestran la inervación perisomática 
de las células periglomerulares (PG) por los botones VAChT-inmunopositivos. (A y B) Imágenes 
semipanorámicas donde se muestras somas de PG en la GL rodeados por botones VAChT-
inmunorreactivos. Los botones encuadrados corresponden a las imágenes ampliadas en (C, D y 
E). (C-E) Imágenes a elevados aumentos de los contactos sinápticos (flechas) que establecen 
los botones colinérgicos sobre el soma de las PG.  
 
Barras de escala: (A-B) 2 µm; (C-E) 200 nm. Abreviaturas: PG, células periglomerulares. 
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Figura 5.11. Ausencia de contactos sinápticos desde botones VAChT-inmunorreactivos sobre 
somas de células empenachadas (T). (A) Imagen semipanorámica de microscopía electrónica 
de la región periglomerular de un glomérulo olfatorio mostrando un botón VAChT-
inmunorreactivo cerca del soma de una T (línea de puntos). El perfil encuadrado está 
aumentado en la imagen insertada (B). (B) El botón VAChT-inmunopositivo no contacta 
sinápticamente con el soma de la T. Se aprecian lamelas gliales (flechas) entre el botón 
colinérgico y la membrana plasmática del soma.  
 
Barra de escala: 2 µm. Abreviaturas: T, célula empenachada. 
En la GL, además de los contactos sinápticos de los elementos colinérgicos sobre 
algunos somas de células periglomerulares, encontramos contactos sinápticos sobre 
dendritas, tanto en la región periglomerular como en el interior de los glomérulos 
olfatorios. Estos contactos los podemos encontrar sobre troncos dendríticos y sobre 
apéndices dendríticos que recuerdan a espinas o gémulas (Figura 5.12 y Figura 5.13). 
Frecuentemente, los perfiles dendríticos que reciben los contactos colinérgicos 
también reciben contactos sinápticos no colinérgicos desde terminales axónicos de 
procedencia desconicida (Figura 5.13_E y F). 
Cuando analizamos el neuropilo de la EPL, observamos axones colinérgicos que 
ascienden desde la GCL hacia la GL. En esta capa encontramos los botones VAChT-
inmunorreactivos junto a las dendritas de las células principales, aunque no 
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observamos relaciones sinápticas entre estos elementos (Figura 5.14). Los únicos 
contactos sinápticos que observamos se establecen desde los botones VAChT-positivos 
sobre pequeñas espinas dendríticas que, en algunas ocasiones, también reciben 
sinapsis desde axones no colinérgicos cuyo origen desconocemos (Figura 5.14). Por la 
morfología y conectividad sináptica que presentan estas espinas, pudimos concluir que 
son espinas dendríticas de células granulares (Price & Powell 1970d). 
 
Figura 5.12. (A-F) Secciones ultrafinas seriadas mostrando contactos sinápticos simétricos 
(flechas) desde un botón VAChT-inmunopositivo sobre una espina dendrítica en la región 
periglomerular de la GL. Barra de escala: 500 nm. 
En las capas inframitrales, las características ultraestructurales de los botones que 
expresan VAChT son idénticas a las descritas en la GL. Los botones de los axones 
colinérgicos realizan contactos sinápticos sobre dendritas, que están orientadas 
frecuentemente de forma perpendicular a la laminación del bulbo olfatorio (Figura 
5.15). Los elementos postsinápticos que encontramos corresponden tanto a apéndices 
dendríticos similares a espinas (Figura 5.15_A y B), como a los troncos dendríticos 
propiamente dichos (Figura 5.15_C y D). La orientación, la morfología y la 
conectividad sináptica que presentan las dendritas sobre las que contactan los botones 
colinérgicos nos hace pensar que pertenecen a las células granulares (Price & Powell 
1970c; Price & Powell 1970d). 
 
 




Figura 5.13. Contactos sinápticos axo-dendríticos desde botones VAChT-inmunopositivos en 
la GL. (A y B) Secciones ultrafinas seriadas donde aparece un contacto sináptico simétrico 
(flecha) desde un botón VAChT-inmunopositivo sobre la dendrita de una célula localizada en la 
región periglomerular. (C y D) Dos secciones seriadas mostrando un contacto sináptico 
simétrico (flechas) desde un botón VAChT-inmunorreactivo sobre un apéndice dendrítico en el 
neuropilo glomerular. (E y F) Imágenes de microscopía electrónica mostrando contactos 
sinápticos axo-dendríticos simétricos (flechas) desde botones que expresan VAChT. Los 
elementos postsinápticos de los axones colinérgicos también reciben otra sinapsis asimétrica 
(flecha abierta) desde axones no colinérgicos (ax) de origen desconocido.  
 





	   155	  
 
 
Figura 5.14. Conectividad sináptica de los botones VAChT-inmunorreactivos en la EPL. (A-D) 
Imágenes de microscopía electrónica mostrando secciones ultrafinas seriadas donde puede 
observarse una espina dendrítica (s) recibiendo dos contactos sinápticos (puntas de flecha): uno 
procedente de un botón VAChT-inmunorreactivo (precipitado electrodenso de DAB) y otro desde 
un axón no colinérgico (ax). Nótese que junto al botón VAChT-inmunopositivo se observa el 
perfil de una dendrita de una célula principal (M/T) y, a pesar de la proximidad de los dos 
elementos, no existen contactos sinápticos entre ellos (flechas abiertas). En las imágenes A y B 
se observan dos flechas indicando un contacto sináptico dendro-dendrítico recíproco entre la 
M/T y la gémula de una célula granular (g).  
 
Barra de escala: 500 nm. Abreviaturas: ax, terminal axónico; g, gémula; M/T, célula principal 













Figura 5.15. Conectividad sináptica de los botones que expresan VAChT en las regiones 
inframitrales. (A y B) Dos secciones ultrafinas seriadas muestran un contacto sináptico 
simétrico (flechas) desde un botón VAChT-inmunopositivo sobre la espina (s) de una dendrita 
(d) de una célula granular localizada en la GCL. (C y D) Dos secciones ultrafinas seriadas 
muestran un contacto sináptico asimétrico (flechas) desde un botón colinérgico sobre el tronco 
dendrítico (d) de una célula granular ubicada en la GCL.  
 
Barra de escala: 500 nm. Abreviaturas: d, dendrita; s, espina. 
En resumen, los axones colinérgicos que llegan al bulbo olfatorio de Macaca 
fascicularis inervan principalmente la GL y la GCL y contactan sinápticamente con los 
somas y dendritas (troncos y apéndices dendríticos) de las interneuronas. En la GL, 
las fibras colinérgicas realizan contactos sinápticos sobre las células periglomerulares 
y, en la GCL, sobre las células granulares, tal como se muestra en el esquema de la 
Figura 5.16. En ninguno de los casos estudiados hemos encontrado contactos 
sinápticos desde terminales axónicos VAChT-positivos sobre el soma o dendritas de 
células principales (células mitrales y/o células empenachadas externas). Finalmente, 
no podemos descartar que existan contactos sinápticos esporádicos desde los axones 
colinérgicos sobre células superficiales de axón corto (Figura 5.16). 
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Figura 5.16. Esquema de la conectividad sináptica de la circuitería colinérgica en el bulbo 
olfatorio de Macaca fascicularis. Los axones colinérgicos realizan contactos sinápticos sobre 
interneuronas del bulbo olfatorio. Por un lado, las fibras colinérgicas establecen contactos 
sinápticos sobre el soma, dendritas, espinas y gémulas de células periglomerulares de tipo 1 
(TH-inmunorreactivas) y de tipo 2 (CR-inmunorreactivas). Por otro lado, las fibras colinérgicas 
realizan contactos sinápticos sobre las dendritas y espinas de las células granulares (Gr). No 
podemos descartar la existencia de sinapsis esporádicas (?) desde axones colinérgicos sobre 
células superficiales de axón corto (sSA). Finalmente, no se han encontrado contactos sinápticos 
desde fibras colinérgicas sobre células mitrales (M) ni células empenachadas externas (ET).  
 
Abreviaturas: CR, células periglomerulares (tipo 2) calretinina inmunopositivas (naranja); EPL, 
capa plexiforme externa; ET, células empenachadas externas (verde oscuro); GCL, capa de las 
células granulares; GL, capa de los glomérulos olfatorios; Gr, céluals granulares (morado); M, 
células mitrales (verde); MCL, capa de las células mitrales; sSA, células superficiales de axón 
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5.4.1.3 ANÁLISIS COMPARATIVO DE LA MODULACIÓN 
SUBCORTICAL COLINÉRGICA EN EL BULBO OLFATORIO DE 
MACACOS PARKINSONIANOS Y MACACOS CONTROLES 
Para saber si existen cambios en los circuitos colinérgicos después del tratamiento con 
MPTP, hemos analizado la distribución y la conectividad sináptica de las aferencias 
colinérgicas en el bulbo olfatorio de animales parkinsonianos y las hemos comparado 
con las descritas en los animales control.  
Después de un estudio exhaustivo, no apreciamos cambios cualitativos en la 
distribución y conectividad sináptica de los axones colinérgicos en el bulbo olfatorio de 
animales parkinsonianos cuando los comparamos con los macacos control (Figura 5.16 
y Figura 5.17). Estos resultados demuestran que los patrones de distribución y la 
conectividad sináptica de los circuitos colinérgicos en el bulbo olfatorio parecen no 
estar alterados tras el tratamiento con la neurotoxina MPTP. 
Figura 5.17. Inmunodetección de 
elementos VAChT-positivos en el bulbo 
olfatorio de macacos parkinsonianos. 
Después del tratamiento con MPTP, los 
axones colinérgicos presentan la misma 
distribución que en los animales control. 
(A) Imagen semipanorámica mostrando 
puncta VAChT-positivos en la GL y en la 
EPL. La mayor densidad de marcaje se 
observa en la GL. (B) Imagen de la GCL 
donde aparece neuropilo VAChT-
inmunopositivo. Barra de escala: 50 µm.  
 
Abreviaturas: EPL, capa plexiforme 
externa; GL, capa de los glomérulos 
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Con el objetivo de realizar un estudio comparativo desde el punto de vista cuantitativo 
de los circuitos colinérgicos del bulbo olfatorio de animales parkinsonianos con 
respecto a los animales control, hemos cuantificado la densidad de puncta que 
expresan VAChT en las siguiente capas: GL, EPL y GCL. Los resultados del estudio 
demuestran que el tratamiento con MPTP no induce cambios estadísticamente 
significativos en el número de puncta VAChT-inmunopositivos cuando aplicamos el test 
“t de Student” (p= 0.312 para GL, p= 0.439 para EPL y p= 0.708 para GCL; Figura 
5.18).  
Figura 5.18. Gráfica que representa la densidad de puncta positivos para VAChT en el 
neuropilo del bulbo olfatorio de macaco control y MPTP. No se observan cambios 
estadísticamente significativos en el número de elementos colinérgicos tras el tratamiento con 
MPTP. Los datos representados son la media ± SE.  
 
Abreviaturas: EPL, capa plexiforme externa; GCL, capa de células granulares; GL, capa 
glomérulos olfatorios; MPTP, macacos parkinsonianos; SE, error estándar. 
5.4.2 ANÁLISIS DE LA INERVACIÓN SUBCORTICAL 
SEROTONINÉRGICA DEL BULBO OLFATORIO DE Macaca 
fascicularis 
A pesar de que la serotonina (5-HT), como neuromodulador, juega un papel 
importante en el control del procesamiento de la información olfativa, hasta la fecha 
no existen estudios que analicen la inervación serotoninérgica que recibe el bulbo 
olfatorio del macaco. 
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5.4.2.1 DISTRIBUCIÓN DE LOS ELEMENTOS 5-HT- 
INMUNORREACTIVOS 
Empleando técnicas inmunohistoquímicas para detectar 5-HT, observamos que los 
únicos elementos serotoninérgicos del bulbo olfatorio del macaco son axones. En 
ningún caso hemos hallado somas  o dendritas de neuronas positivas para 5-HT. 
Las aferencias serotoninérgicas del bulbo olfatorio de Macaca fascicularis presentan un 
patrón de distribución laminar que difiere del descrito en el bulbo olfatorio de rata 
(McLean & Shipley 1987; Gómez et al. 2005; Gracia-Llanes et al. 2010b). Como puede 
observarse en la Figura 5.19_A, los axones 5-HT-inmunopositivos se distribuyen por 
todas las capas del bulbo olfatorio, excepto en la ONL, con un notorio aumento en su 
densidad en la GCL.  
En la GCL, las fibras serotoninérgicas no discurren en una sola dirección. Por el 
contrario, encontramos axones que presentan una orientación paralela a la laminación 
bulbar, principalmente en las porciones más externas de esta capa, y otros que 
discurren oblicua o perpendicularmente respecto a los anteriores (Figura 5.19_B). Los 
axones que expresan 5-HT presentan una gran heterogeneidad morfológica. Podemos 
observar desde axones finos que presentan escasas, o numerosas, varicosidades 
(Figura 5.19_D y E), hasta axones gruesos que carecen, casi totalmente, de 
varicosidades (Figura 5.19_G).  
En el resto de capas (GL, EPL e IPL), aunque presentes, la densidad de procesos 5-HT-
inmunopositivos es muy inferior a la observada en la GCL. En cuanto a la morfología 
de los axones serotoninérgicos de la GL, EPL e IPL, estos suelen ser de pequeño 
calibre y varicosos, principalmente. Es poco frecuente encontrar axones gruesos y sin 
varicosidades como el que se observa en la Figura 5.19_G. Por último, al igual que 
sucede en la GCL, los axones 5-HT-inmunopositivos discurren por estas capas sin una 
orientación determinada. 
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Figura 5.19. Inmunodetección de elementos 5-HT-positivos en el bulbo olfatorio de Macaca 
fascicularis. Estudio en animales control y animales parkinsonianos. (A) Imagen panorámica 
mostrando la distribución laminar de las fibras 5-HT-inmunopositivas en el bulbo olfatorio de 
macacos control. Nótese la elevada densidad de fibras 5-HT-positivas en la GCL respecto al 
resto de capas. (B y C) Imágenes mostrando los elementos que expresan 5-HT en la GCL del 
bulbo olfatorio de macaco control (B) y tratado con MPTP (C). Nótese, en ambos casos, la 
orientación de los axones en todas las direcciones. (D-H) Imágenes detallas representando la 
elevada heterogeneidad morfológica de los axones 5-HT-inmunorreactivos de la GCL. Nótese la 
presencia de axones finos y varicosos, en animales control (D, E) y parkinsonianos (F). Junto a 
estos, también observamos axones gruesos sin varicosidades, tanto en macacos control (G) 
como en parkinsonianos (H). Barras de escala: (A) 100 µm (B y C) 50 µm (D-H) 5 µm.  
 
Abreviaturas: 5-HT, serotonina; EPL, capa plexiforme externa; GCL, capa de las células 
granulares; GL, capa de los glomérulos olfatorios; IPL, capa plexiforme interna; MCL, capa de 
las células mitrales; MPTP, macaco parkinsoniano. 
5.4.2.2 CONECTIVIDAD DE LOS BOTONES AXÓNICOS QUE 
EXPRESAN  SEROTONINA (5-HT)  
Para caracterizar ultraestructuralmente los botones serotoninérgicos del bulbo 
olfatorio de macaco y estudiar su conectividad sináptica, los hemos analizado con 
microscopía electrónica. El estudio revela que los botones y varicosidades contienen 
mitocondrias, alguna vesícula de núcleo denso y un elevado número de vesículas 
sinápticas principalmente redondeadas (Figura 5.20). Lamentablemente, debido al 
precipitado electrodenso de DAB, no hemos podido analizar en profundidad otras 
características ultraestructurales de estos axones. 
Analizando la conectividad sináptica de los botones 5-HT-inmunopositivos, 
encontramos que algunos de los que se localizan en la GCL establecen contactos 
sinápticos sobre perfiles dendríticos de las interneuronas presentes en esta capa 
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(Figura 5.20). Los contactos sinápticos encontrados son de pequeño tamaño y pueden 
ser clasificados como simétricos, ya que no se aprecia ninguna densidad postsináptica 
evidente. Principalmente, los contactos sinápticos encontrados se establecen sobre los 
troncos dendríticos (Figura 5.20_A y C), aunque en algunas ocasiones también los 
hemos localizado sobre pequeños apéndices que recuerdan a espinas (Figura 5.20_B). 
En ninguno de los casos estudiados hemos encontrado contactos sinápticos axo-
somáticos. Podemos concluir por tanto, que la modulación serotoninérgica del bulbo 
olfatorio del macaco se realiza, principalmente, sobre las células granulares (Figura 
5.21). 
Figura 5.20. Análisis a micros-
copía electrónica de los botones 
que expresan 5-HT en la GCL del 
bulbo olfatorio de Macaca 
fascicularis. (A-C) Contactos si-
nápticos simétricos (punta de 
flecha) desde botones 5-HT-inmu-
norreactivos sobre dendritas (d) y 
espinas (s) de interneuronas.  
 
Barras de escala: (A) 400 nm (B, 
C) 200 nm.  
 
Abreviaturas: 5-HT, botones 
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5.4.2.3 ANÁLISIS COMPARATIVO DE LA MODULACIÓN 
SUBCORTICAL SEROTONINÉRGICA EN EL BULBO 
OLFATORIO DE MACACOS PARKINSONIANOS Y MACACOS 
CONTROLES 
Para saber si existen alteraciones en el patrón de distribución, conectividad sináptica 
y/o densidad de las aferencias serotoninérgicas tras el tratamiento con MPTP, hemos 
realizado un estudio comparativo -cualitativo y cuantitativo- entre los animales control 
y los animales parkinsonianos.  
El patrón de distribución de las aferencias serotoninérgicas en el bulbo olfatorio de 
macacos parkinsonianos es exactamente igual al observado en los casos control: 
observamos la misma distribución laminar y la misma morfología para los axones 5-
HT-inmunorreactivos (Figura 5.19). 
Cuando analizamos la ultraestructura de los botones que expresan 5-HT en el bulbo 
olfatorio de animales parkinsonianos, nuestros resultados reflejan que la conectividad 
sináptica de estas aferencias no difiere de la que encontramos en los animales control. 
Esta conectividad está resumida en el esquema de la Figura 5.21. 
Por último, también hemos analizado si, tras el tratamiento con MPTP, existen 
diferencias significativas en cuanto a la densidad de puncta que expresan 5-HT entre 
animales control y parkinsonianos. Para este análisis hemos evaluado únicamente la 
GCL, puesto que la inervación serotoninérgica en el resto de capas del bulbo olfatorio 
no es lo suficientemente abundante como para poder realizar este tipo de análisis. Los 
resultados muestran que no existen diferencias estadísticamente significativas en la 
densidad de puncta 5-HT-inmunopositivos tras el tratamiento con MPTP (p= 0.153), 















Figura 5.21. Esquema de la conectividad sináptica de la circuitería serotoninérgica del bulbo 
olfatorio de Macaca fascicularis. Las fibras positivas para 5-HT establecen contactos sinápticos 
sobre los procesos dendríticos de las células granulares (Gr) principalmente. En ocasiones 
también se observan sinapsis sobre presuntas espinas dendríticas en la GCL.  
 
Abreviaturas: 5-HT, serotonina; EPL, capa plexiforme externa; ET, células empenachadas 
externas (verde oscuro); GCL, capa de las células granulares; GL, capa de los glomérulos 
olfatorios; Gr, céluals granulares (morado); M, células mitrales (verde); MCL, capa de las 
células mitrales; sSA, células superficiales de axón corto (rosa); PG1, células periglomerulares 








Figura 5.22. Gráfica que muestra la 
ausencia de cambios estadísticamente 
significativos en la densidad de puncta 
5-HT-positivos en el bulbo olfatorio de 
macacos tras el tratamiento con 
MPTP. Los datos mostrados son la 
media ± SE, y el test utilizado es “t de 
Student”.  
 
Abreviaturas: 5-HT, serotonina; GCL, 
capa de las células granulares; MPTP, 
macacos parkinsonianos; SE, error 
estándar. 
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5.4.3 ANÁLISIS DE LA INERVACIÓN SUBCORTICAL 
NORADRENÉRGICA DEL BULBO OLFATORIO DE Macaca 
fascicularis 
5.4.3.1 DISTRIBUCIÓN DE LOS ELEMENTOS DβH-POSITIVOS 
Puesto que no existe ningún trabajo previo que analice la inervación subcortical 
noradrenérgica del bulbo olfatorio de primates, hemos realizado un estudio de la 
distribución de fibras noradrenérgicas en el bulbo olfatorio de Macaca fascicularis, 
empleando la microscopía óptica. Para estudiar la inervación de axones 
noradrenérgicos utilizamos como marcador la enzima dopamina β-hidoxilasa (DβH), 
encargada de la conversión de dopamina en norepinefrina. Los resultados muestran 
que las fibras noradrenérgicas se localizan en todas las capas del bulbo olfatorio, 
excepto en la ONL (Figura 5.23_A). En la GL, encontramos escasas fibras DβH-
inmunopositivas localizadas principalemente en la zona límite entre la GL y la EPL. En 
la EPL, la densidad de procesos noradrenégicos es mayor que en la GL, pero inferior a 
la encontrada en las capas inframitrales. En esta capa, los axones discurren en 
cualquier dirección, mostrando numerosos botones en passant como se puede 
observar en la (Figura 5.23_D). En las regiones inframitrales encontramos un mayor 
número de axones noradrenérgicos; estos axones presentan numerosos botones en 
passant (Figura 5.23_B, E, F) y se orientan perpendicular, oblicua o paralelamente a 
la laminación. No obstante, en las regiones más profundas del bulbo olfatorio, como la 
porción más interna de la GCL y la WM, predomina la presencia de axones DβH-
inmunorreactivos orientados paralelamente a la laminación del bulbo olfatorio. 
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Figura 5.23. Distribución de los elementos DβH-inmunorreactivos en el bulbo olfatorio de 
Macaca fascicularis. Estudio de animales control y animales tratados con MPTP. (A) Imagen 
panorámica mostrando el patrón de distribución laminar de las aferencias positivas para DβH en 
el bulbo olfatorio. La densidad de axones noradrenérgicos no es muy elevada; no obstante, su 
presencia es mayor en las capas inframitrales. (B y C) Imágenes a mayor aumento mostrando 
la presencia de varios axones DβH-inmunopositivos en la GCL de macacos control (B) y 
parkinsonianos (C). Nótese que en ambos casos los axones presentan numerosos botones en 
passant y diferentes orientaciones, aunque mayoritariamente discurren paralelos a la 
laminación bulbar. (D y E) Imágenes detalladas mostrando la presencia de axones DβH-
inmunopositivos en la EPL e IPL, respectivamente. Nótese la presencia de botones axónicos y la 
orientación paralela, oblicua o perpendicular a la laminación del bulbo olfatorio. (F y G) 
Fotografías a elevados aumentos donde puede apreciarse un axón DβH-positivo varicoso en la 
GCL de un animal control (F) y de un animal parkinsoniano (G). Barras de escala: (A) 100 µm 
(B y C) 30 µm (D y E) 20 µm (F y G) 5 µm.  
 
Abreviaturas: DβH, dopamina β-hidoxilasa; EPL, capa plexiforme externa; GCL, capa de las 
células granulares; GL, capa de los glomérulos olfatorios; IPL, capa plexiforme interna; MCL, 
capa de las células mitrales; MPTP, macaco parkinsoniano. 
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La detección inmunohistoquímica de la enzima DβH requiere la utilización de un 
detergente (Triton-X 100 al 0.2%), tal como se especifica en la Tabla 3.2 (capítulo 3). 
El uso de detergentes es incompatible con la utilización de la microscopía electrónica, 
lo que ha hecho imposible el análisis ultraestructural y de la conectividad sináptica de 
los circuitos neuronales noradrenérgicos en nuestro trabajo.  
5.4.3.2 ANÁLISIS COMPARATIVO DE LA MODULACIÓN SUBCORTICAL 
NORADRENÉRGICA DEL BULBO OLFATORIO DE MACACOS 
CONTROLES Y MACACOS PARKINSONIANOS 
Los resultados del estudio de la distribución de las aferencias DβH-inmunopositivas 
que inervan el bulbo olfatorio de macacos parkinsonianos demuestran que ésta no 
difiere de la descrita en el bulbo olfatorio de animales control (Figura 5.23_C y G) 
(apartado 5.4.3.1).  
También hemos estudiado si existen diferencias estadísticamente significativas en 
cuanto a la densidad de fibras noradrenérgicas entre ambas condiciones. Para ello, 
hemos cuantificado la densidad de puncta que expresan la enzima DβH en la GCL del 
bulbo olfatorio de animales control y animales parkinsonianos. Hemos analizado 
exclusivamente la GCL debido a que la inmunorreactividad hallada en el resto de 
capas es demasiado tenue y escasa como para poder llevar a cabo este tipo de 
análisis cuantitativo. Los resultados indican que no existen diferencias 
estadísticamente significativas en la densidad de puncta DβH-inmunopositivos tras el 
tratamiento con MPTP (p=0.334), como podemos observar en el gráfico de la Figura 
5.24.  
 
Figura 5.24. Gáfica donde se 
muestran los efectos del tratamiento 
con MPTP en la densidad de puncta que 
expresan DβH. No se observan cambios 
estadísticamente significativos en el 
número de puncta noradrenérgicos 
entre animales control y animales 
parkinsonianos tras someter los datos 
a un test “t de Student”. Los datos 
representados son la media ± SE.   
Abreviaturas: DβH, Dopamina β-
hidoxilasa; GCL, capa de las células 
granulares, MPTP, macacos 
parkinsonianos; SE, error estándar. 
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5.5 ESTUDIO COMPARATIVO DE LA EXPRESIÓN DE PSA-
NCAM EN EL BULBO OLFATORIO DE MACACOS 
CONTROLES Y PARKINSONIANOS  
En el cerebro de los mamíferos adultos, una de las principales áreas neurogénicas es 
la zona subventricular, desde donde migran los neuroblastos hacia el bulbo olfatorio a 
través de la ruta migratoria rostral. En el comienzo de su migración y cuando 
establecen su destino como linaje neuronal, las células precursoras expresan proteínas 
tales como la PSA-NCAM, una proteína relacionada con procesos de plasticidad.  
En la enfermedad de Parkinson, la sintomatología premotora que aparece en los 
estadíos tempranos (hiposmia y depresión o ansiedad, entre otros), está relacionada 
con la función que desempeñan las dos principales áreas neurogénicas del cerebro 
adulto, el bulbo olfatorio y el hipocampo. Por tanto, parece que existe una posible 
relación entre los mecanismos de la enfermedad neurodegenerativa y los procesos de 
plasticidad. 
Debido a que el bulbo olfatorio adulto recibe continuamente células de nueva 
generación y, por tanto, esto le otorga altos niveles de plasticidad, hemos estudiado si 
la expresión de PSA-NCAM se encuentra alterada en el modelo parkinsoniano respecto 
a sus controles. 
Para identificar neuroblastos y neuronas inmaduras en el bulbo olfatorio de macacos 
adultos, hemos utilizado un anticuerpo que detecta PSA-NCAM. En secciones coronales 
de bulbo olfatorio aparecen células y elementos del neuropilo (puncta) PSA-NCAM-
inmunorreactivos en diferentes capas: WM, GCL y GL. Esto coincide parcialmente con 
los resultados de trabajos previos realizados en tejido procedente de primates del 
Nuevo Mundo (Sawamoto et al. 2011). Hemos encontrado células ligeramente 
alargadas PSA-NCAM-positivas en la GCL y en la WM. También hemos encontrado 
algunas células periglomerulares (7-11 µm) PSA-NCAM-positivas en la GL. En esta 
misma capa, hemos identificado numerosos puncta que expresan PSA-NCAM en el 
interior de los glomérgulos olfatorios (Figura 5.25). 
Para determinar si el tratamiento con MPTP induce cambios en los niveles de 
expresión de la molécula PSA-NCAM, hemos realizado un estudio cuantitativo de la 
densidad de puncta que expresa PSA-NCAM en el bulbo olfatorio de animales control y 
animales parkinsonianos. Tras someter los datos a un test “t de Student”, los 
resultados demuestran que existe una disminución estadísticamente significativa de la 
densidad de puncta PSA-NCAM-inmunorreactivos en la GCL del bulbo olfatorio de 
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macacos tras el tratamento con MPTP (p= 0.002). No obstante, no se aprecian 





Figura 5.25. Imágenes de microscopía confocal mostrando células y puncta que expresan 
PSA-NCAM en el bulbo olfatorio de Macaca fascicularis. (A) Imagen panorámica de una sección 
coronal del bulbo olfatorio donde los cuadrados representan las fotografías B y C. (B) Imagen 
de un glomérulo olfatorio mostrando puncta PSA-NCAM-inmunorreactivos (verde) en el 
neuropilo glomerular y células periglomerulares que expresan PSA-NCAM (flecha). (C) Imagen 
de la GCL donde aparecen elementos del neuropilo y algunas células granulares (flecha) 
expresando PSA-NCAM. Las secciones están contrastadas con DAPI. Barras de escala: (A) 1mm 
(B) 15µm.  
 
Abreviaturas: GCL, capa de células granulares; GL, capa de los glomérulos olfatorios; PSA-
NCAM, forma polisializada de la molécula de adhesión celular neural. 
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Figura 5.26. Efectos de la neurotoxina MPTP en la expresión de la molécula PSA-NCAM en el 
bulbo olfatorio de macaco. (A y B) Imágenes procesadas de microscopía confocal para el 
análisis cuantitativo de la densidad de puncta PSA-NCAM-inmunorreactivos. Ambas fotografías 
corresponden a la GCL de bulbo olfatorio de macaco control (A) y parkinsoniano (B). Barra de 
escala: 5µm. (C) Gráfica mostrando cambios significativos en la densidad de puncta PSA-NCAM-
inmunorreactivos en la GCL y ausencia de cambios en la GL. Los asteriscos señalan cambios 
estadísiticamente significativos cuando los resultados de animales MPTP son comparados con los 
controles mediante el test “t de Student”; p<0.01 (**). Los datos representados son la media ± 
SE.  
 
Abreviaturas: GCL, capa de células granulares; GL, capa de los glomérulos olfatorios; MPTP, 
macacos parkinsonianos; PSA-NCAM, forma polisializada de la molécula de adhesión celular 
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ORGANIZACIÓN DE LOS CIRCUITOS NEURONALES DEL 
BULBO OLFATORIO DE Macaca fascicularis 
La principal aportación de esta primera parte del trabajo ha sido describir y 
caracterizar por primera vez la conectividad de los circuitos neuronales que integran el 
bulbo olfatorio de Macaca fascicularis. Además, hemos caracterizado 
neuroquímicamente las distintas subpoblaciones de interneuronas y descrito su 
conectividad, ayudando así a incrementar el conocimiento sobre la organización y los 
patrones de conectividad sináptica que se establecen entre los distintos elementos que 
conforman los circuitos del bulbo olfatorio de primates. En conjunto, nuestros 
resultados demuestran que existe una conservación filogenética de la organización 
general de los circuitos neuronales del bulbo olfatorio entre diferentes especies de 
mamíferos, incluso cuando comparamos mamíferos macrosmáticos y microsmáticos. 
6.1 CARACTERIZACIÓN NEUROQUÍMICA DE LAS 
DIFERENTES POBLACIONES CELULARES DEL BULBO 
OLFATORIO DE Macaca fascicularis 
Nuestros datos confirman la presencia de distintas poblaciones de interneuronas 
definidas neuroquímicamente por la expresión de marcadores como: CB, CR, PV, TH y 
nNOS en el bulbo olfatorio del macaco, tal como demuestran los resultados publicados 
previamente (Alonso et al. 1998; Alonso et al. 2001; Belzunegui et al. 2007). En 
líneas generales, los patrones de distribución de estas interneuronas no difieren 
notablemente de los observados en mamíferos macrosmáticos, aunque sí se aprecian 
algunas diferencias entre primates y roedores que discutiremos más adelante. 
Los resultados que nosotros presentamos están en consonancia con los publicados por 
Alonso y colaboradores (1998; 2001) en macacos. Sin embargo, existen algunas 
diferencias entre nuestros datos y los que Alonso y colaboradores presentan que 
discutimos a continuación. 
En primer lugar, el uso de anticuerpos contra la proteína quelante de calcio CB 
permite diferenciar varios tipos celulares morfológicamente muy heterogéneos a lo 
largo del bulbo olfatorio de macaco (Alonso et al. 2001). En la GL, se han descrito y 
caracterizado dos tipos celulares que expresan CB, por un lado las células superficiales 
de axón corto y, por el otro, las células estrelladas superficiales. En nuestro estudio, 
además de observar estos dos tipos celulares, también hallamos células 
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periglomerulares que expresan CB. Probablemente, la razón por la que nosotros 
observamos esta población de células periglomerulares, que no fue descrita 
anteriormente por Alonso y colaboradores, se deba a una cuestión estrictamente 
metodológica. De hecho, cabe mencionar algunas diferencias que existen entre el 
procesamiento del tejido que nosotros llevamos a cabo y el que realizan Alonso y 
colaboradores. Por una parte, las mezclas fijadoras empleadas en los dos estudios son 
diferentes, y esto puede afectar a la inmunorreactividad del tejido. Por otra parte, 
nosotros intensificamos el precipitado de DAB obtenido en la inmunohistoquímica con 
tetraóxido de osmio. La intensificación con este compuesto químico permite visualizar 
la marca de algunos elementos que, por tener poca inmunorreactividad, podrían pasar 
desapercibidos bajo el microscopio. Este es el caso de la subpoblación de células 
periglomerulares positivas para CB, cuya marca no sería fácilmente detectable sin 
dicha intensificación.  
El hecho de que nuestros resultados revelen la existencia de células periglomerulares 
que expresan CB en el bulbo olfatorio de Macaca fascicularis está en consonancia con 
la presencia de éstas en el bulbo olfatorio de mamíferos macrosmáticos como la rata 
(Halász et al. 1985; Briñón et al. 1992; Toida et al. 1998; Kosaka et al. 1997), el 
ratón, el topo, el erizo o el murciélago entre otros (Kosaka & Kosaka 2004), y de 
especies microsmáticas como los humanos (Ohm et al. 1991). 
En segundo lugar, Alonso y colaboradores describen numerosos tipos celulares que 
expresan CR en el bulbo olfatorio del macaco. Nuestros resultados coinciden con los 
de estos autores y, al igual que ellos, identificamos principalmente células 
periglomerulares y células granulares positivas para CR. Igualmente, encontramos 
células monopolares invertidas en la región límite entre la GL y la EPL, células 
piriformes y fusiformes en la EPL, células horizontales en la IPL y células estrelladas 
en la zona intermedia entre la GCL y la WM. Sin embargo, y a diferencia de lo 
publicado por Alonso y colaboradores, en nuestro estudio también encontramos 
células principales que expresan CR. Estas células son fácilmente identificables como 
células mitrales por sus características morfológicas y su localización a lo largo de la 
MCL. Al igual que hemos discutido anteriormente, la diferencia entre nuestros 
resultados y los publicados por Alonso y colaboradores (2001) también puede 
deberse, en este caso, a las mismas cuestiones metodológicas ya explicadas para las 
células periglomerulares que expresan CB.  
Nuestros resultados coinciden con los de trabajos previos que demuestran la presencia 
de células mitrales positivas para CR en el bulbo olfatorio de otras especies tales 
como: rata (Jacobowitz & Winsky 1991; Résibois & Rogers 1992; Wouterlood & Hrtig 
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1995; Briñón et al. 1997), musaraña (Kakuta et al. 2001) y tupaya o musaraña 
arborícola (Malz et al. 2000). 
Aparte de las proteínas quelantes de calcio CB y CR, el resto de marcadores 
empleados en nuestro trabajo para identificar otras subpoblaciones de interneuronas 
(nNOS/actividad ND, PV y TH) arrojan los mismos resultados que los publicados en 
otros estudios del bulbo olfatorio de macaco (Alonso et al. 1998; Alonso et al. 2001; 
Belzunegui et al. 2007). Esto es, células periglomerulares que expresan nNOS y TH, y 
células de axón corto que expresan PV, nNOS o presentan actividad ND. 
En términos generales, la distribución de las distintas poblaciones de interneuronas a 
lo largo del bulbo olfatorio de Macaca fascicularis no difiere sustancialmente de la que 
se observa en el bulbo olfatorio de la rata. En ambas especies podemos encontrar 
diferentes subpoblaciones de células periglomerulares definidas neuroquímicamente 
por la expresión de los marcadores TH, nNOS, CB y CR. También, células de axón 
corto distribuidas a lo largo de las porciones más superficiales de la EPL y por las 
regiones inframitrales caracterizadas por expresar nNOS/actividad ND y PV (Kosaka et 
al. 1994; Toida et al. 1996). Finalmente, en la GCL del bulbo olfatorio de la rata y del 
macaco encontramos células granulares que expresan CR y TH. También se 
encuentran células granulares CB-inmunorreactivas en ambas especies (Garcia-Segura 
et al. 1984; Rogers & Résibois 1992; Alonso et al. 2001), aunque los datos son 
ligeramente controvertidos en el caso de la rata (Baimbridge & Miller 1982; Celio 
1990; Briñón et al. 1992; Alonso et al. 1995; Briñón et al. 1999),  
Existen algunas diferencias importantes en la distribución y en las características 
neuroquímicas de las interneuronas de la EPL cuando comparamos el bulbo olfatorio 
de rata con el de macaco. Mientras la población más numerosa de interneuronas de la 
EPL de la rata está formada por células que expresan PV (Kosaka et al. 1994), en la 
EPL de Macaca fascicularis observamos que la población de interneuronas expresa 
mayoritariamente CB o CR. Varios de estos tipos celulares presentes en la EPL del 
bulbo olfatorio de macaco no están documentados en rata (Alonso et al. 2001). 
Discutidos los puntos anteriores, es evidente que existe un patrón general de 
distribución de interneuronas conservado en el bulbo olfatorio de roedores (mamíferos 
macrosmáticos) y primates (mamíferos microsmáticos). Por ello, podemos concluir 
que los roedores constituyen un modelo experimental válido para estudiar el sistema 
olfativo cuando una de las intenciones es extrapolar los resultados para ser aplicados 
a primates. No obstante, también es obvio que existen algunas diferencias puntuales 
que deben ser consideradas en el momento de comparar el bulbo olfatorio de roedores 
y el de primates, tal como demuestran nuestros resultados. 
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6.2 COMPARTIMENTALIZACIÓN DEL NEUROPILO 
GLOMERULAR 
Los resultados de nuestro estudio demuestran, por primera vez, que la organización 
compartimentalizada del neuropilo glomerular del bulbo olfatorio está conservada 
filogenéticamente entre mamíferos macrosmáticos y microsmáticos. Hasta la fecha, 
los estudios que han analizado la ultraestructura y conectividad sináptica de los 
elementos que integran el neuropilo de los glomérulos olfatorios se han centrado 
únicamente en roedores (Pinching & Powell 1971b; White 1972). Ningún trabajo 
previo al nuestro había estudiado  la organización de los glomérulos olfatorios en el 
bulbo olfatorio de mamíferos microsmáticos como el macaco. Tras nuestros análisis, 
podemos concluir que tanto la compartimentalización del neuropilo glomerular en dos 
zonas claramente diferenciadas (compartimento sensorial y compartimento sináptico), 
como la conectividad sináptica que presentan los elementos que integran cada una de 
ellas en el bulbo olfatorio de Macaca fascicularis, reproducen fielmente los patrones 
descritos en roedores (Liberia et al. 2013). 
6.3 HETEROGENEIDAD NEUROQUÍMICA DE LAS CÉLULAS 
PERIGLOMERULARES 
Para identificar y estudiar desde un punto de vista morfológico, neuroquímico y 
ultraestructural las células periglomerulares, existe una amplia batería de marcadores 
en el bulbo olfatorio de los mamíferos. Entre ellos encontramos: proteínas quelantes 
de calcio, enzimas, neuropéptidos y canales de membrana (Alonso et al. 1993; Alonso 
et al. 1995; Alonso et al. 1998; Alonso et al. 2001; Crespo et al. 2000; Crespo et al. 
2002; Crespo et al. 2003; Kosaka et al. 1995; Kosaka et al. 1998; Briñón et al. 1999; 
Briñón et al. 2001b; Kosaka & Kosaka 2004; Kosaka & Kosaka 2005; Kosaka & Kosaka 
2007a; Gutièrrez-Mecinas et al. 2005a, Gutièrrez-Mecinas et al. 2005b, Gutièrrez-
Mecinas et al. 2008; Baltanás et al. 2007). 
Para estudiar la presencia de distintas subpoblaciones de células periglomerulares en 
el bulbo olfatorio de Macaca fascicularis, en nuestro estudio, además de utilizar las 
proteínas ligantes de calcio CB y CR (Jande et al. 1981; Baimbridge & Miller 1982; 
Celio 1989), también hemos utilizado las enzimas TH y nNOS. Existen dos motivos 
que nos han llevado a la elección de estos cuatro marcadores. El primero, es que los 
cuatro están expresados en diferentes subpoblaciones de interneuronas del bulbo 
olfatorio de macaco, incluyendo las células periglomerulares, tal como demuestran 
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trabajos previos (Smith et al. 1991; Alonso et al. 1998; Alonso et al. 2001; Belzunegui 
et al. 2007). La segunda razón es que estos marcadores son específicos de los dos 
tipos de células periglomerulares (células periglomerulares de tipo 1 y de tipo 2) 
descritos en mamíferos macrosmáticos. De este modo, en el bulbo olfatorio de la rata, 
TH y nNOS se expresan en dos subpoblaciones no solapadas de células 
periglomerulares de tipo 1, mientras que CB y CR marcan específicamente dos 
subpoblaciones independiendientes de células periglomerulares de tipo 2 (Kosaka et 
al. 1997; Toida et al. 1998; Toida et al. 2000; Crespo et al. 2003). 
Los dobles marcajes inmunohistoquímicos que hemos realizado utilizando los cuatro 
marcadores de células periglomerulares en todas sus combinaciones posibles 
(TH/nNOS, TH/CB, TH/CR, nNOS/CB, nNOS/CR y CB/CR) han demostrado que no 
existe colocalización de ninguno de los marcadores en ninguna de las células 
periglomerulares analizadas. Por lo tanto, nuestros resultados evidencian que las 
células que contienen TH, nNOS, CB y CR constituyen cuatro supoblaciones no 
solapadas de células periglomerulares en el bulbo olfatorio de Macaca fascicularis. La 
clasificación neuroquímica de las células periglomerulares en estas cuatro 
subpoblaciones independientes se había establecido previamente en otras especies de 
mamíferos, todos ellos macrosmáticos. En el bulbo olfatorio de la rata, las células 
periglomerulares que expresan TH y nNOS forman dos poblaciones celulares 
independientes (Johnson & Ma 1993). Además, en esta especie tampoco existe 
colocalización entre nNOS y CB, ni entre nNOS y CR (Alonso et al. 1993; Briñón et al. 
1997). Por último, las células periglomerulares que expresan TH, CB y CR también 
constituyen poblaciones celulares no solapadas tanto en la rata como en el ratón 
(Kosaka et al. 1995; Kosaka & Kosaka 2007a).  
Nuestros datos evidencian que esta heterogeneidad neuroquímica de las células 
periglomerulares también existe en mamíferos microsmáticos como los primates. De 
este modo, podemos concluir que la heterogeneidad neuroquímica de las células 
periglomerulares parece ser una característica conservada interespecíficamente, 
incluso cuando comparamos el bulbo olfatorio de mamíferos macrosmáticos, como la 
rata, con el bulbo olfatorio de mamíferos microsmáticos, como el macaco. 
6.4 CONSERVACIÓN FILOGENÉTICA DE LOS DOS TIPOS 
PRINCIPALES DE CÉLULAS PERIGLOMERULARES 
Los dos tipos de células periglomerulares, tipo 1 y tipo 2, cuya clasificación está 
basada en las relaciones sinápticas que sus dendritas establecen con el nervio 
Capítulo	  6	   	   	  
	  178	  
olfatorio, parecen estar conservados en una larga lista de mamíferos. Los primeros 
estudios que revelaron la existencia de células periglomerulares de tipo 1 y de tipo 2 
fueron realizados en el bulbo olfatorio de la rata (Kosaka et al. 1997; Kosaka et al. 
1998; Toida et al. 1998; Toida et al. 2000). Más tarde, estos resultados se hicieron 
extensibles a otras especies de mamíferos macrosmáticos como el ratón, el topo, el 
erizo, la musaraña o el murciélago (Kosaka & Kosaka 2004). Nuestros resultados 
evidencian, por primera vez, la existencia de células periglomerulares de tipo 1 y de 
tipo 2 en el bulbo olfatorio de primates. El hecho de que esta característica esté 
conservada filogenéticamente en todas las especies de mamíferos estudiadas hasta el 
momento, sugiere que la existencia de dos tipos de células periglomerulares es clave 
en la organización de la circuitería del bulbo olfatorio de mamíferos y, por tanto, en el 
procesamiento de la información olfativa que ocurre a nivel glomerular. 
En todas las especies estudiadas hasta la fecha, las células periglomerulares que 
expresan TH son de tipo 1, lo que indica que todas ellas reciben contactos sinápticos 
directamente desde el nervio olfatorio. Esto sugiere que la recepción de información 
olfatoria desde los terminales axónicos del nervio olfatorio y la función que las 
interneuronas TH-positivas desempeñan en la circuitería glomerular deben estar 
íntimamente relacionadas. Las interneuronas TH-positivas son células dopaminérgicas 
al mismo tiempo que GABAergicas (Kosaka et al. 1995) y, tal y como ha sido 
propuesto, podrían actuar como “interruptores” y “apagar” la entrada de información 
sensorial desde el nervio olfatorio a través de la activación de los receptores 
presinápticos D2 de dopamina localizados en los terminales del nervio olfatorio 
(Gutièrrez-Mecinas et al. 2005c). Estudios más recientes del bulbo olfatorio del ratón 
demuestran que las células periglomerulares de tipo 1 que contienen TH interconectan 
varios glomérulos olfatorios (Kosaka & Kosaka 2008b). Los mismos autores proponen 
que estas interneuronas podrían constituir un sistema de asociación intrabulbar a nivel 
glomerular (Kosaka & Kosaka 2011). Según este modelo, la recepción de información 
olfativa en un glomérulo olfatorio podría accionar la inhibición GABAérgica de otros 
glomérulos, siendo las células periglomerulares de tipo 1 TH-positivas las 
interneuronas que mediasen esta inhibición. Aunque nosotros no tenemos datos que 
evidencien que las células periglomerulares de tipo 1 que expresan TH constituyan la 
principal fuente de conexiones interglomerulares en el bulbo olfatorio de macaco, el 
hecho de que las distintas subpoblaciones de células periglomerulares estén 
conservadas filogenéticamente en todas las especies de mamíferos estudiadas hasta el 
momento, sugiere que las células periglomerulares de tipo 1 positivas para TH podrían 
desempeñar las mismas funciones en todas ellas. 
Discusión	  
	   179	  
En las dos especies, macaco y rata, las células periglomerulares que expresan nNOS 
también son células periglomerulares de tipo 1 y, por tanto, reciben contactos 
sinápticos desde el nervio olfatorio. Por el contrario, las células periglomerulares 
positivas para CB son de tipo 2 en ambas especies, por lo que no reciben sinapsis 
desde los axones olfatorios. Es interesante que algunos estudios hayan demostrado 
que la subpoblación de células periglomerulares de tipo 2 que expresa CB en el bulbo 
olfatorio de la rata también exprese la enzima guanilato ciclasa soluble, que constituye 
la diana intracelular sobre la que actúa el gas óxido nítrico (Maria Gutièrrez-Mecinas et 
al. 2005a, Maria Gutièrrez-Mecinas et al. 2005b; Gutièrrez-Mecinas et al. 2008). 
Considerando toda esta información, se ha propuesto que los elementos que 
conforman la circuitería glomerular podrían estar sincronizados de la siguiente 
manera: las células periglomerulares de tipo 1 positivas para nNOS podrían sintetizar 
óxido nítrico como respuesta a su activación al recibir contactos sinápticos desde los 
terminales del nervio olfatorio. Este gas, que difunde libremente, activaría a la enzima 
guanilato ciclasa soluble de las células periglomerulares de tipo 2 CB-positivas y, de 
este modo, induciría la síntesis del segundo mensajero cGMP en ellas. De esta forma, 
las células periglomerulares de tipo 2 positivas para CB responderían, de manera 
indirecta, a la entrada de información sensorial al bulbo olfatorio aunque no 
mantengan relaciones sinápticas directas con el nervio olfatorio (Maria Gutièrrez-
Mecinas et al. 2005a, Maria Gutièrrez-Mecinas et al. 2005b; Gutièrrez-Mecinas et al. 
2008). Aunque esta hipótesis también podría resultar plausible en el caso de primates, 
debemos señalar que, actualmente, no existen datos que evidencien la expresión de la 
enzima guanilato ciclasa soluble en el bulbo olfatorio de macaco. Por tanto, no 
podemos asegurar que exista una relación entre las células periglomerulares que 
expresan nNOS y aquellas que contienen CB. A pesar de ello, es interesante 
considerar que las células periglomerulares nNOS-positivas pertenecen a las de tipo 1 
y las células periglomerulares que expresan CB a las de tipo 2 en las dos especies, 
rata y macaco. 
6.5 INTERNEURONAS NO DOPAMINÉRGICAS DE LA CAPA 
PLEXIFORME EXTERNA 
Los primeros estudios que evidenciaron la presencia de interneuronas en la EPL del 
bulbo olfatorio de mamíferos empleando la técnica de Golgi datan del S. XIX (Van 
Gehuchten & Martin 1891). Sin embargo, hasta finales del S. XX existía un completo 
desconocimiento sobre la circuitería de estas interneuronas. Por esta razón, el patrón 
de conectividad sináptica de las interneuronas localizadas en esta capa ha sido omitido 
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de todos los esquemas de la circuitería bulbar durante décadas. En los años 90, 
gracias a la combinación de la microscopía electrónica con las técnicas 
inmunohistoquímicas, se pudo establecer el patrón de conectividad sináptica de las 
interneuronas de la EPL del bulbo olfatorio de la rata y otras especies de mamíferos 
macrosmáticos. En rata, ratón, gato y erizo, la gran mayoría de las interneuronas de 
la EPL expresan la proteína quelante de calcio PV o el péptido intestinal vasoactivo 
(Kosaka et al. 1987; López-Mascaraque et al. 1989; Sanides-Kohlrausch & Wahle 
1990; Kosaka et al. 1994; Toida et al. 1994; Toida et al. 1996; Crespo et al. 2001; 
Crespo et al. 2002; Kosaka & Kosaka 2008a), y establecen contactos sinápticos 
dendro-dendríticos y dendro-somáticos recíprocos con las células principales (Kosaka 
et al. 1994; Toida et al. 1994; Toida et al. 1996; Crespo et al. 2001; Crespo et al. 
2002). Estas relaciones sinápticas incluyen contactos sinápticos asimétricos desde las 
dendritas de las células principales sobre las dendritas de las interneuronas que 
expresan PV o el péptido intestinal vasoactivo, y sinapsis simétricas desde las 
dendritas de las células positivas para PV o para el péptido intestinal vasoactivo sobre 
las dendritas de las células principales. Por tanto, esta población mayoritaria de 
interneuronas de la EPL del bulbo olfatorio de roedores e insectívoros comparte las 
características propias de otras interneuronas del bulbo olfatorio, como son las células 
granulares y las células periglomerulares. Es decir, sus dendritas están implicadas en 
contactos sinápticos dendro-dendríticos recíprocos con las células principales y, 
además, en la mayoría de estas células se ha demostrado la ausencia de axón 
(Kosaka & Kosaka 2008a). 
Considerando los datos recogidos en la bibliografía en lo referente a la conectividad 
sináptica de la EPL, podemos concluir que existen dos tipos de interneuronas 
implicadas en contactos dendro-dendríticos recíprocos con las células principales. 
Dichas interneuronas son: las interneuronas que expresan PV o péptido intestinal 
vasoactivo y las células granulares. A pesar de las similitudes, varios estudios 
morfológicos, neuroquímicos y electrofisiológicos demuestran que la conectividad 
sináptica de ambos tipos de interneuronas no es completamente idéntica. Mientras 
que las células granulares son las responsables de la inhibición lateral de las células 
mitrales y empenachadas, contribuyendo así a potenciar el contraste entre los 
estímulos odorantes, las interneuronas que expresan PV/péptido intestinal vasoactivo 
en la EPL contribuirían más bien a la inhibición perisomática de las células principales 
(Crespo et al. 2002). En este sentido, existen muchas similitudes entre las 
interneuronas de la EPL que expresan PV/péptido intestinal vasoactivo y las células 
cesto de otras regiones corticales (Crespo et al. 2001; Crespo et al. 2002).  
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En cuanto a las interneuronas de la EPL de Macaca fascicularis, nuestros estudios 
demuestran por primera vez que la población de interneuronas que encontramos en 
esta capa presenta la misma conectividad sináptica que las interneuronas de la EPL 
del bulbo olfatorio de rata, aunque neuroquímicamente son distintas. En el caso del 
primate, estas interneuronas expresan las proteínas quelantes de calcio CB y CR, 
mientras que las interneuronas positivas para PV son identificadas exclusivamente 
como células superficiales de axón corto. Por el contrario, las interneuronas de la EPL 
del bulbo olfatorio de la rata expresan PV y no expresan CB ni CR. Resumiendo, 
aunque las interneuronas de la EPL de roedores y macacos presenten perfiles 
neuroquímicos diferentes, todas ellas establecen el mismo patrón de conectividad 
sináptica. Esto es, establecen contactos sinápticos dendro-dendríticos recíprocos con 
las células principales. 
6.6 INTERNEURONAS DOPAMINÉRGICAS DE LA CAPA 
PLEXIFORME EXTERNA 
Como ya fue descrito en los años 70, la mayor parte del contenido dopaminérgico que 
encontramos en el cerebro de mamíferos se localiza en el bulbo olfatorio (Lidbrink et 
al. 1974; Halász et al. 1977; Cave & Baker 2009), más concretamente en la GL. Como 
hemos visto, las interneuronas dopaminérgicas que participan en los circuitos de la GL 
son células periglomerulares que inervan el neuropilo de los glomérulos olfatorios y 
contactan sinápticamente con el nervio olfatorio y con las dendritas de las células 
principales (Toida et al. 2000; Kosaka & Kosaka 2008b). Además de las células 
dopaminérgicas de la GL, en el bulbo olfatorio de los vertebrados, también existe otra 
población de interneuronas que contienen TH en la EPL. De ello dan cuenta numerosos 
trabajos en diferentes especies de animales macrosmáticos y microsmáticos, tales 
como hamster (Davis & Macrides 1983; Baker 1986), rata (Gall et al. 1987; Gómez et 
al. 2007), serpiente (Kosaka et al. 1991), humano (Hoogland & Huisman 1999), mono 
(Jeong et al. 2003) y perro (Choi et al. 2010). Hasta la fecha, ninguno de los trabajos 
previos ha caracterizado morfológicamente las interneuronas dopaminérgicas 
localizadas en la EPL, ni ha estudiado el patrón de conectividad sináptica que 
presentan. Nuestros estudios, primero en rata y después en macaco, aportan 
información sobre estas células que hace más complejo el mapa de conectividad de la 
circuitería local de la EPL. 
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6.6.1 INTERNEURONAS DOPAMINÉRGICAS DE LA CAPA PLEXIFORME 
EXTERNA DEL BULBO OLFATORIO DE RATA 
En el bulbo olfatorio de la rata, los circuitos dopaminérgicos son más heterogéneos de 
lo que en un principio se pensaba. Éstos están formados, al menos, por tres grupos de 
neuronas: células periglomerulares, interneuronas de la EPL e interneuronas de las 
capas inframitrales.  Nuestros resultados demuestran que existen importantes 
diferencias entre la conectividad sináptica de las interneuronas dopaminérgicas de la 
EPL y la de las células periglomerulares dopaminérgicas. Las células periglomerulares 
que expresan TH reciben contactos sinápticos axo-dendríticos asimétricos desde los 
terminales del nervio olfatorio, mientras que la interneuronas que expresan TH en la 
EPL no alcanzan ni inervan, en ningún caso, el neuropilo glomerular. Las dendritas de 
las células periglomerulares positivas para TH reciben también sinapsis asimétricas 
desde las dendritas de las células principales (Toida et al. 2000), mientras que, tal y 
como demuestran nuestros resultados, las dendritas de las interneuronas 
dopaminérgicas de la EPL del bulbo olfatorio de la rata no reciben sinapsis desde las 
dendritas de las células principales (Liberia et al. 2012). Por el contrario, las dendritas 
de las células TH-positivas reciben contactos sinápticos simétricos y asimétricos 
exclusivamente desde terminales axónicos, cuyo origen es desconocido hasta el 
momento.  
Mientras que las dendritas de las células periglomerulares dopaminérgicas participan 
como elementos presinápticos en sinapsis dendro-dendríticas con las células 
principales, las dendritas de las interneuronas TH-positivas de la EPL del bulbo 
olfatorio de la rata no lo hacen. De hecho, en muchas ocasiones hemos encontrado 
lamelas gliales entre las dendritas de las células principales y las de las interneuronas 
TH-positivas, proporcionando así el aislamiento necesario para que no se establezcan 
contactos sinápticos entre ambos elementos. A pesar de que no hayamos encontrado 
contactos sinápticos desde las dendritas de las interneuronas dopaminérgicas de la 
EPL, sí que hemos observado multitud de vesículas en su interior. Como es 
ampliamente aceptado, el principal mecanismo de liberación de la dopamina es, por lo 
general, la liberación por volumen o extrasináptica, siendo mucho más común que la 
propia liberación por contactos sinápticos (Rice & Cragg 2008). Por tanto, aunque las 
interneuronas dopaminérgicas de la EPL del bulbo olfatorio de la rata no establezcan 
contactos sinápticos desde sus dendritas, no podemos descartar que exista una 
liberación extrasináptica de dopamina desde las dendritas de estas interneuronas.  
Un rasgo característico que define a las interneuronas dopaminérgicas de la EPL es la 
presencia, en todos los casos estudiados, de axón. La identificación de las dianas 
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sinápticas de estos axones es una cuestión sin resolver en nuestro trabajo. 
Presumiblemente, los elementos presinápticos de estas células son los botones de sus 
axones. Esta suposición está respaldada por dos ideas principalmente. La primera es 
la ausencia de contactos sinápticos desde las dendritas de las interneuronas TH-
positivas de la EPL. Éste es el principal argumento si consideramos que la gran 
mayoría de las neuronas bulbares (incluyendo tanto interneuronas como células 
principales) realizan contactos sinápticos desde sus dendritas. La segunda es la 
presencia de axones en las interneuronas dopaminérgicas de la EPL. Esta 
consideración también es importante si tenemos en cuenta que la mayoría de las 
interneuronas propias del bulbo olfatorio carecen de axón. Desafortunadamente, no 
hemos podido analizar la conectividad de los axones de las células TH-positivas de la 
EPL por distintos motivos. Por una parte, es complicado seguir dichos axones a lo 
largo de grandes distancias. Por otra, estos axones están intercalados a lo largo de 
todas las capas bulbares con axones de origen centrífugo que también expresan TH, 
probablemente procedentes de neuronas noradrenérgicas del locus coeruleus, que 
proyectan al bulbo olfatorio (de Olmos et al. 1978), y esto hace imposible asegurar 
que los axones que están siendo analizados pertenezcan inequívocamente a las 
interneuronas propias de la EPL.  
La ausencia de contactos sinápticos desde las dendritas y la presencia de axón, hace 
que hayamos considerado a las interneuronas dopaminérgicas de la EPL como células 
de axón corto. Lamentablemente, no podemos lanzar ninguna hipótesis acerca de 
cuáles podrían ser sus dianas sinápticas. Hasta este momento, se sabe que las células 
de axón corto presentan una conectividad sináptica muy heterogénea. Por ejemplo, 
mientras una población específica de células de axón corto inerva otras poblaciones de 
células de axón corto (Gracia-Llanes et al. 2003), otra inerva específicamente células 
periglomerulares y células granulares (Eyre et al. 2008). También, existen algunas 
células de axón corto que envían sus axones fuera del bulbo olfatorio, hacia áreas 
olfativas superiores (Kosaka & Kosaka 2007b; Eyre et al. 2008). Teniendo en cuenta 
todo lo anterior, en el caso de las interneuronas dopaminérgicas de la EPL no podemos 
descartar ninguna de estas posibilidades. De hecho, nuestros resultados sugieren que 
las interneuronas TH-inmunorreactivas de la EPL no presentan únicamente un patrón 
de conectividad, ya que los axones de algunas de ellas se dirigen  hacia la GL, 
mientras que los de otras lo hacen hacia las capas más profundas del bulbo olfatorio. 
En la literatura, se ha discutido sobre la posibilidad de que las interneuronas TH-
positivas que aparecen en la EPL sean células periglomerulares desplazadas. Respecto 
a esto, Kosaka y Kosaka (2008b) demuestran que tras las inyecciones de trazadores 
en la GL algunas células aparecen marcadas en la EPL. Estas neuronas poseen 
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grandes somas y extienden algunas dendritas lisas, sin varicosidades, por el interior 
de los glomérulos olfatorios. Por tanto, los autores optan por denominar a estas 
interneuronas “células yuxtaglomerulares dopaminérgicas-GABAérgicas desplazadas” 
(Kosaka & Kosaka 2008b; Kosaka & Kosaka 2011). Las células periglomerulares 
desplazadas que se localizan en la EPL son fácilmente identificables en nuestras 
preparaciones por la ramificación de sus dendritas por el neuropilo glomerular, tal 
como se ha descrito en el capítulo 4. Estas interneuronas desplazadas no han sido 
incluidas en este trabajo dentro de la categoría de interneuronas dopaminérgicas de la 
EPL. 
Otros trabajos han propuesto que las células que expresan TH en la EPL podrían ser 
células de nueva generación, procedentes de la neurogénesis adulta, cuyo destino 
sería diferenciarse en última instancia para dar lugar a células periglomerulares 
dopaminérgicas (Pignatelli et al. 2009). Utilizando ratones transgénicos que expresan 
la proteína fluorescente verde (GFP) bajo el promotor de la enzima TH, estos autores 
analizan las características electrofisiológicas de algunas de las interneuronas 
dopaminérgicas de la EPL. Según los resultados obtenidos tras sus registros 
electrofisiológicos, proponen que las interneuronas analizadas representan diferentes 
estadios de maduración durante su migración hacia la GL. Además, sugieren que 
podrían constituir un reservorio de neuronas inmaduras destinadas al 
reemplazamiento de las células periglomerulares dopaminérgicas. Las interneuronas 
que nosotros describimos en nuestro trabajo como interneuronas dopaminérgicas de 
la EPL no presentan ninguna de las características propias de las neuronas inmaduras. 
Más bien todo lo contrario, las células dopaminérgicas descritas en nuestro estudio 
muestran la morfología característica de las neuronas maduras: arborización 
dendrítica compleja, dendritas espinosas y axones bien definidos. Aunque los 
resultados publicados por Pignatelli y colaboradores (2009) parecen entrar en 
contradicción con los nuestros, pensamos que este conflicto podría ser debido a que la 
mayoría de los datos electrofisiológicos mostrados en su trabajo son obtenidos del 
registro de células periglomerulares desplazadas, y no de las interneuronas 
dopaminérgicas propias de la EPL que nosotros analizamos en este trabajo. De hecho, 
la mayoría de las interneuronas que ellos analizan responden a la estimulación del 
nervio olfatorio con un patrón electrofisiológico que sugiere una activación 
monosináptica directa (Pignatelli et al. 2009). Además, también puede deducirse de su 
trabajo la presencia de una población de células dopaminérgicas en la EPL que no 
inervan el neuropilo glomerular, puesto que los autores encuentran que cuatro de las 
dieciséis células registradas en la EPL no responden a la estimulación del nervio 
olfatorio. 
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Resumiendo, en nuestro trabajo, demostramos que en la EPL del bulbo olfatorio de la 
rata existe una población de interneuronas que expresan TH. Estas células constituyen 
una población de interneuronas maduras “atípicas” dentro de esta región cerebral, ya 
que sus dendritas no establecen relaciones sinápticas con las dendritas de las células 
principales y actúan exclusivamente como elementos postsinápticos. Además cuentan 
con la presencia de axón. 
6.6.2 INTERNEURONAS DOPAMINÉRGICAS DE LA CAPA PLEXIFORME 
EXTERNA DEL BULBO OLFATORIO DE MACACO 
Los circuitos dopaminérgicos del bulbo olfatorio de Macaca fascicularis se distribuyen a 
lo largo de la GL, EPL y regiones inframitrales, al igual que ocurre en el bulbo olfatorio 
de la rata (Smith et al. 1991; Jeong et al. 2003; Belzunegui et al. 2007). En la GL, tal 
como ha sido discutido en los apartados anteriores (6.3 y 6.4), las células positivas 
para TH son células periglomerulares de tipo 1. Las interneuronas que expresan TH en 
la EPL del bulbo olfatorio de macaco, a diferencia de las de la rata, presentan el patrón 
de conectividad característico que muestra la mayoría de las interneuronas bulbares. 
Es decir, establecen contactos dendro-dendríticos recíprocos con las células 
principales, y no son únicamente elementos postsinápticos de terminales axónicos 
como hemos descrito en el caso de la rata.  
Resumiendo, nuestro estudio demuestra que las interneuronas dopaminérgicas de la 
EPL del bulbo olfatorio de la rata, que actúan exclusivamente como elementos 
postsinápticos, sin establecer –en ningún caso- relaciones sinápticas dendro-
dendríticas con las células principales, no existen en la EPL del bulbo olfatorio de 
macaco. En el bulbo olfatorio del macaco, la población de interneuronas que expresa 
TH en la EPL presenta la morfología y el patrón de conectividad sináptica que se 
observa en las células periglomerulares y células granulares, ya que establecen 
contactos sinápticos dendro-dendríticos recíprocos con las células principales. Por 
tanto, podemos concluir que las células dopaminérgicas de la EPL del bulbo olfatorio 
del macaco son células periglomerulares o células granulares desplazadas, tanto por 
su aspecto morfológico como por el patrón de conectividad sináptica que presentan. 
Analizando todos estos datos en conjunto, se pone de manifiesto que los circuitos 
dopaminérgicos del bulbo olfatorio de la rata, mamífero macrosmático, son más 
complejos que los del macaco, animal microsmático. 
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6.7 CARACTERÍSTICAS ULTRAESTRUCTURALES DEL BULBO 
OLFATORIO DE Macaca fascicularis  
Los resultados presentados en este trabajo suponen la primera descripción de la 
conectividad de los circuitos neuronales del bulbo olfatorio del macaco. Tal y como se 
ha podido observar a lo largo de todos los resultados expuestos en este estudio, los 
elementos que constituyen la circuitería del bulbo olfatorio de Macaca fascicularis son 
ultraestructuralemente muy similares a los que se encuentran en la rata. De la misma 
forma, la conectividad de los circuitos neuronales del bulbo olfatorio de macacos es, 
en un sentido general, muy similar a la descrita por Price, Pinching y Powell en el 
bulbo olfatorio de la rata (Price & Powell 1970d; Price & Powell 1970c; Price & Powell 
1970b; Pinching & Powell 1971b; Pinching & Powell 1971c; Pinching & Powell 1971a). 
Así, podemos afirmar que la transmisión sináptica en el bulbo olfatorio del macaco, al 
igual que en el de la rata, no es unidireccional en el sentido clásico que describe la 
“Ley de polarización dinámica” enunciada por Ramón y Cajal. Es decir, las neuronas 
del bulbo olfatorio son “atípicas” porque no reciben los impulsos nerviosos a través de 
sus dendritas y/o somas y, tras procesar la información y elaborar la respuesta, 
transmiten la señal a lo largo de sus axones. La inmensa mayoría de las neuronas 
bulbares establecen contactos sinápticos recíprocos desde sus dendritas, donde el 
elemento presináptico y postsináptico no puede definirse en términos absolutos. Esto 
es, el elemento presináptico en las sinapsis asimétricas, es el elemento postsináptico 
en los contactos sinápticos simétricos, y viceversa. Los contactos sinápticos dendro-
dendríticos recíprocos son eventos locales que afectan únicamente a segmentos 
dendríticos específicos, y su activación no requiere el disparo de un potencial de 
acción por parte de las neuronas implicadas. 
Aunque, desde el punto de vista ultraestructural, el bulbo olfatorio de la rata y el del 
macaco son notablemente similares, existen algunas características llamativas que 
encontramos en las neuronas del bulbo olfatorio del macaco, y que no están presentes 
en las de la rata. Entre ellas, destaca la presencia de la mielina que hallamos 
recubriendo a un gran número de dendritas. A principio de los años 70, Pinching 
describió por primera vez la mielinización de ciertos segmentos de algunas dendritas 
distales de las células principales en el bulbo olfatorio de monos del Viejo Mundo 
(Pinching 1971). Una década más tarde, otro estudio describió la presencia de 
dendritas y algunos somas mielinizados en el bulbo olfatorio de monos del Nuevo 
Mundo y chimpancés (Tigges & Tigges 1980). A diferencia de Pinching, los autores de 
este trabajo demostraron la mielinización de distintos tipos celulares entre los que se 
incluyen las neuronas de proyección, las células periglomerulares, las células 
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superficiales de axón corto y las células granulares. Además, describieron la presencia 
de oligodendrocitos yuxtapuestos a los elementos mielínicos, aunque no realizaron 
estudios seriados y no observaron continuidad entre las membranas gliales y la 
mielina que recubría dichas células. 
Analizando la ultraestructura del bulbo olfatorio de Macaca fascicularis (simio catarrino 
o del Viejo Mundo), nuestros resultados también confirman la presencia de mielina 
recubriendo las dendritas y los somas de distintos tipos celulares, entre los que se 
encuentran: células empenachadas, células periglomerulares, células de axón corto y 
células granulares. Estos resultados amplían los obtenidos en monos del Viejo Mundo 
por Pinching (1971), y coinciden con los datos obtenidos a partir de monos del Nuevo 
Mundo y chimpancés (Tigges & Tigges 1980). De esta forma, con nuestro estudio 
podemos concluir por primera vez que tanto en el bulbo olfatorio de los macacos del 
Nuevo Mundo como en el de los macacos del Viejo Mundo, existe una gran variedad 
de tipos neuronales cuyas dendritas y cuerpos celulares están recubiertos por vainas 
de mielina.  
Tal como describen los dos trabajos previos (Pinching 1971; Tigges & Tigges 1980), 
en nuestro análisis también observamos la presencia de pies gliales en los segmentos 
donde termina la mielina. Esto sugiere que el proceso de mielinización ocurre en las 
dendritas y los somas neuronales de una forma similar a como sucede en el axón. A 
pesar de su relevancia desde el punto de vista morfológico, desconocemos las 
implicaciones funcionales que supone la mielinización de las dendritas y somas 
neuronales. La mielina proporciona la base estructural que posibilita la conducción 
saltatoria del potencial de acción en los axones neuronales. Sin embargo, en las 
dendritas y somas de las células que participan en los contactos sinápticos dendro-
dendríticos o somato-dendríticos, muchas veces se generan potenciales electrotónicos 
que no dan lugar a un potencial de acción si no se produce una suma espacio-
temporal que conduzca a superar el umbral que generará el potencial de acción. 
Parece que la mielina de los somas y de las dendritas, lejos de facilitar una conducción 
saltatoria de potenciales de acción, pudiera estar aislando a estos elementos 
impidiendo que participen en contactos sinápticos dendro-dendríticos y somato-
dendríticos. Futuros trabajos en esta línea serán necesarios para poder esclarecer el 
papel de la mielina que recubre las dendritas y somas de algunas neuronas en el bulbo 
olfatorio de macacos. 
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6.8 CIRCUITERÍA DE LAS AFERENCIAS SUBCORTICALES 
DEL BULBO OLFATORIO DE Macaca fascicularis 
6.8.1 MODULACIÓN SUBCORTICAL COLINÉRGICA 
Nuestros resultados muestran por primera vez la conectividad sináptica de los axones 
colinérgicos en el bulbo olfatorio de macaco. Generalmente, los contactos sinápticos 
que establecen las fibras colinérgicas son axo-dendríticos y axo-somáticos sobre 
interneuronas, principalmente sobre células periglomerulares y sobre células 
granulares. Aunque también hemos hallado axones colinérgicos yuxtapuestos a las 
dendritas de las células principales, no hemos encontrado ningún contacto sináptico 
entre ambos elementos (Liberia et al. 2015). 
Trabajos previos han descrito que los únicos elementos colinérgicos encontrados a lo 
largo del bulbo olfatorio de macaco son axones centrífugos procedentes de neuronas 
colinérgicas localizadas caudalmente respecto al bulbo olfatorio (Porteros et al. 2007). 
En cuanto a la presencia de neuronas colinérgicas intrínsecas en el bulbo olfatorio de 
los mamíferos, existe una fuerte controversia en la bibliografía. La mayor parte de 
trabajos demuestran la ausencia de neuronas colinérgicas en el bulbo olfatorio de la 
rata (Godfrey et al. 1980; Nickell & Shipley 1988; Le Jeune & Jourdan 1991; Butcher 
et al. 1992; Arvidsson et al. 1997; Ichikawa et al. 1997; Gómez et al. 2005), el ratón 
(Salcedo et al. 2011), el hámster (Macrides et al. 1981), el conejo (Chao et al. 1982), 
el erizo (Crespo et al. 1999), el mono (Porteros et al. 2007; Mundiñano et al. 2013), e 
incluso el humano (Mundiñano et al. 2013). Pero también existen tres trabajos que 
describen la presencia de algunas neuronas que expresan la enzima 
colinacetiltransferasa en el bulbo olfatorio de rata (Ojima et al. 1988; Phelps et al. 
1992; Kasa et al. 1995). A pesar de ello, la relevancia de estas supuestas neuronas 
colinérgicas se ha considerado irrelevante en la circuitería del bulbo olfatorio debido al 
escaso número que representan (Ojima et al. 1988).  
En contraposición a todos estos trabajos, un estudio reciente ha demostrado la 
existencia de una población muy numerosa de interneuronas colinérgicas, 
identificadas principalmente como células periglomerulares, en el bulbo olfatorio de 
ratones transgénicos C57BL/6 (Krosnowski et al. 2012). Ésta es la razón por la que 
hemos analizado con especial atención la GL del bulbo olfatorio  del macaco, para 
determinar si alguno de los elementos positivos para VAChT podría pertenecer a 
células periglomerulares colinérgicas del propio bulbo olfatorio. Tal y como muestran 
nuestros resultados, no hemos hallado ningún soma positivo para VAChT en el bulbo 
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olfatorio de Macaca fascicularis. A pesar de ello, no podemos descartar definitivamente 
la presencia de elementos colinérgicos intrínsecos, ya que es posible que el VAChT no 
se acumule en los somas de las neuronas y lo haga en los terminales sinápticos. De 
ser así, podría ocurrir que las técnicas inmunohistoquímicas empleadas no puedan 
detectar marcaje en los somas de las células periglomerulares, pero sí en sus 
elementos sinápticos. En las células periglomerulares, podemos encontrar dos tipos de 
perfiles sinápticos. Por una parte, están las conocidas “gémulas”, es decir, apéndices 
dendríticos implicados en sinapsis dendro-dendríticas recíprocas con las células 
principales (Rall et al. 1966; Pinching & Powell 1971a; Pinching & Powell 1971b). Las 
gémulas de las células periglomerulares están llenas de vesículas sinápticas aplanadas 
y realizan contactos sinápticos simétricos sobre las dendritas de las células principales. 
Y, a su vez, reciben contactos sinápticos asimétricos desde las dendritas de las células 
principales (Pinching & Powell 1971a; Pinching & Powell 1971b). Por otra parte, el 
segundo perfil sináptico que podemos encontrar en las células periglomerulares son 
sus terminales axónicos. Éstos también contienen grandes vesículas sinápticas de 
aspecto aplanado y realizan sinapsis simétricas sobre las dendritas de las células 
principales (Pinching & Powell 1971a; Pinching & Powell 1971b). Después de haber 
analizado en profundidad la ultraestructura y conectividad sináptica de los perfiles 
VAChT-inmunopositivos encontrados en la GL del macaco, podemos concluir que 
ninguno de ellos participa en contactos sinápticos recíprocos, ni realiza contactos 
sinápticos sobre las células principales. Además, todos los perfiles VAChT-positivos 
que hemos analizado contienen vesículas sinápticas redondeadas. 
También hemos estudiado la posibilidad de que pudieran existir interneuronas 
colinérgicas en otras capas del bulbo olfatorio de macaco. Nuestros resultados indican 
que no existen células granulares, ni interneuronas de axón corto que expresen VAChT 
en el bulbo olfatorio de macaco. Lo que nos conduce a esta conclusión es, por un lado, 
el hecho de que las células granulares son anaxónicas y los únicos contactos 
sinápticos que realizan son contactos recíprocos dendro-dendríticos con las células 
principales en la EPL. Ninguno de los perfiles colinérgicos analizados en la EPL 
contacta sinápticamente con las células principales, y por lo tanto no pueden 
pertenecer a células granulares. Por otro lado, en cuanto a las células de axón corto, 
una de sus características distintivas es que contienen pequeñas vesículas sinápticas 
de aspecto aplanado en sus terminales axónicos (Pinching & Powell 1971a; Pinching & 
Powell 1971b), y todos los botones VAChT-inmunorreactivos que hemos analizado en 
macaco contienen vesículas de mayor tamaño cuyo aspecto es claramente esférico. 
Aunque nuestros resultados apoyen la hipótesis de que no existen células colinérgicas 
intrínsecas en el bulbo olfatorio de Macaca fascicularis, no podemos descartar 
Capítulo	  6	   	   	  
	  190	  
categóricamente la hipótesis de que existan algunas neuronas colinérgicas en esta 
región. En cualquier caso, si existiesen tales neuronas, deben representar un 
porcentaje mínimo de los elementos colinérgicos que se encuentran en el bulbo 
olfatorio de los macacos. 
Tras estudiar la conectividad de las fibras colinérgicas presentes en la GL del bulbo 
olfatorio de Macaca fascicularis, hemos demostrado que los botones axónicos que 
expresan VAChT establecen sinapsis sobre los somas de las células periglomerulares, 
tanto de las células periglomerulares de tipo 1 como de las de tipo 2, las cuales fueron 
identificadas neuroquímicamente por la expresión de los marcadores TH y CR, 
respectivamente (Liberia et al. 2015). Nuestros resultados están en consonancia con 
los previamente publicados en rata, donde se confirmó la inervación perisomática de 
células periglomerulares por parte de fibras colinérgicas (Le Jeune & Jourdan 1993; 
Kasa et al. 1995). Además de las sinapsis axo-somáticas, también hemos encontrado 
contactos sinápticos axo-dendríticos en la GL. Teniendo en cuenta la organización de 
la circuitería de la GL, las dendritas post-sinápticas de los axones colinérgicos, podrían 
pertenecer a células principales, a células periglomerulares o a células superficiales de 
axón corto. Nuestros resultados demuestran que pertenecen principalmente a células 
periglomerulares. Existen tres hechos que lo apoyan. El primero, son las 
características ultraestructurales que presentan los perfiles dendríticos de las células 
principales. Éstas muestran contornos regulares, citoplasma electrolúcido, vesículas 
sinápticas esféricas y realizan contactos sinápticos asimétricos sobre dendritas de 
células periglomerulares (Pinching & Powell 1971a; Pinching & Powell 1971b). Ninguna 
de las dendritas que actúan como elemento post-sináptico en los contactos que 
establecen los terminales axónicos colinérgicos en la GL presenta tales características. 
Por lo tanto, descartamos que pertenezcan a células principales. El segundo, es el 
hecho de que algunos de los perfiles dendríticos que reciben sinapsis colinérgicas en la 
región periglomerular fueron estudiados y seguidos en secciones ultrafinas seriadas 
hasta su soma de origen. En todos los casos analizados, las dendritas emergían del 
soma de células periglomerulares. Por último, muchos de los contactos sinápticos 
colinérgicos analizados en la GL fueron encontrados sobre especializaciones sinápticas 
similares a espinas que, en ocasiones, recibían una segunda sinapsis desde axones no 
colinérgicos. Se ha demostrado que una característica típica de las células 
periglomerulares es que sus dendritas contienen espinas que pueden recibir al mismo 
tiempo dos contactos sinápticos (Pinching & Powell 1971a; Pinching & Powell 1971b). 
Además de las células periglomerulares, en la GL existe otro tipo de interneuronas que 
no puede ser descartado como posible diana de los axones colinérgicos. Estas células 
son las interneuronas superficiales de axón corto y, aunque forman un población 
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menos numerosa que las células periglomerulares, las dendritas de ambos tipos 
neuronales presentan características ultraestructurales muy similares (Pinching & 
Powell 1971a; Pinching & Powell 1971b). En este sentido, en el bulbo olfatorio de rata, 
se ha demostrado que algunas células superficiales de axón corto reciben sinapsis 
desde axones colinérgicos (Le Jeune & Jourdan 1993; Kasa et al. 1995). De hecho, 
nuestros datos sugieren que es posible que algunas de las dendritas sobre las que 
hemos encontrado sinapsis procedentes de los axones que expresan VAChT sean 
dendritas de interneuronas superficiales de axón corto. 
Si las células empenachadas externas son o no inervadas por fibras colinérgicas es, 
actualmente, un asunto controvertido. Algunas publicaciones afirman que un grupo de 
células empenachadas externas localizadas en la región periglomerular de un conjunto 
restringido de glomérulos “atípicos” son inervadas por terminales axónicos colinérgicos 
en el bulbo olfativo de rata (Le Jeune & Jourdan 1993). Otros estudios no han 
encontrado que las aferencias colinérgicas contacten sinápticamente sobre las células 
empenachadas externas en la misma especie (Kasa et al. 1995). En consonancia con 
este último trabajo, nuestros resultados muestran la ausencia de fibras colinérgicas 
estableciendo sinapsis sobre células principales en el bulbo olfatorio de macaco. De 
hecho, cuando localizamos un perfil que expresa VAChT en las proximidades del soma 
de una célula empenachada externa, siempre hemos visto lamelas de células gliales 
entre ambos elementos evitando, de esta forma, cualquier posible contacto sináptico 
entre ellos (tal como podemos observar en la Figura 5.11). 
Aparte de estudiar las dianas sinápticas de los axones colinérgicos en la GL, también 
las hemos estudiado en el resto de capas del bulbo olfatorio de Macaca fascicularis. En 
la EPL, las dianas sobre las que contactan los botones axónicos que expresan VAChT 
son inequívocamente identificadas como dendritas de células granulares por sus 
características ultraestructurales y su conectividad sináptica (Price & Powell 1970c; 
Price & Powell 1970d). Aunque hemos observado muchos perfiles axónicos 
colinérgicos yuxtapuestos a dendritas de células mitrales y/o empenachadas, en 
ningún caso hemos encontrado contactos sinápticos entre ambos elementos. Estos 
mismos resultados han sido descritos por otros autores en la EPL del bulbo olfatorio de 
rata (Kasa et al. 1995), donde se ha propuesto que el hecho de encontrar terminales 
axónicos colinérgicos tan próximos a las dendritas de las células principales puede 
suponer que el sistema colinérgico module la actividad neuronal de las células 
mitrales/empenachadas a través de mecanismos extrasinápticos.  
Por último, en las capas inframitrales del bulbo olfatorio del macaco, las dianas de los 
axones colinérgicos fueron identificadas como dendritas de células granulares. Las 
sinapsis colinérgicas fueron encontradas sobre las espinas y los troncos dendríticos de 
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las células granulares. Nuestros resultados coinciden con los obtenidos previamente 
en rata (Kasa et al. 1995), donde se ha descrito la presencia de contactos sinápticos 
sobre espinas y gémulas de las células granulares, pero no sobre los somas de estas 
interneuronas. En nuestro estudio tampoco hemos hallado contactos sinápticos 
colinérgicos sobre los somas de las células granulares del bulbo olfatorio de macaco. 
Desde un punto de vista comparativo, no existen diferencias importantes entre la 
conectividad sináptica de las aferencias colinérgicas del bulbo olfatorio de roedores y 
la de los primates. Por lo tanto, podemos asumir que el sistema colinérgico tiene una 
función moduladora similar en el procesamiento de la información olfativa en ambos 
grupos de mamíferos. Los estudios electrofisiológicos que existen hasta la fecha 
aportan datos que indican que el sistema colinérgico puede tener funciones múltiples, 
diversas y hasta opuestas en el bulbo olfatorio (Castillo et al. 1999; Ghatpande et al. 
2006; Pressler et al. 2007; Pignatelli & Belluzzi 2008; Tsuno et al. 2008; Ghatpande & 
Gelperin 2009; D’Souza & Vijayaraghavan 2012; Ma & Luo 2012; D’Souza et al. 2013; 
Zhan et al. 2013; Rothermel et al. 2014). Los efectos del neurotransmisor acetilcolina 
sobre las neuronas bulbares pueden analizarse desde tres perspectivas diferentes 
dependiendo de si afectan a las células principales, a las células periglomerulares o a 
las células granulares. 
Muchos autores comparten la idea de que la activación del sistema colinérgico tiene un 
efecto excitador sobre las células principales (Castillo et al. 1999; D’Souza & 
Vijayaraghavan 2012; D’Souza et al. 2013; Zhan et al. 2013; Rothermel et al. 2014). 
Esta acción estaría modulada por los receptores nicotínicos de acetilcolina (Castillo et 
al. 1999), principalmente por los que presentan las subunidades α3β4 (D’Souza & 
Vijayaraghavan 2012; D’Souza et al. 2013). Aunque los receptores nicotínicos de 
acetilcolina son ionotrópicos y, por tanto, deberían intervenir en la transmisión 
sináptica, nuestros resultados en macaco, al igual que los obtenidos por otros autores 
en rata (Kasa et al. 1995), no apoyan la idea de que exista una acción sináptica de los 
axones colinérgicos sobre las células principales. Por el contrario, la cercanía que 
observamos entre los axones colinérgicos y las dendritas de las células principales sí 
sugiere que el sistema colinérgico podría modular la excitación de las células 
principales, pero mediante una liberación extrasináptica del neurotransmisor, que 
implicaría la activación de receptores metabotrópicos, como los muscarínicos (Kasa et 
al. 1995; Liberia et al. 2015). 
La acción de la acetilcolina sobre las células periglomerulares ha sido descrita en 
varios trabajos. Por una parte, la activación de receptores nicotínicos excita a las 
células periglomerulares (Castillo et al. 1999). Por otra parte, la activación de las 
neuronas colinégicas del telencéfalo basal y de los receptores muscarínicos de 
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acetilcolina induce una respuesta inhibitoria por parte de las células periglomerulares 
(Pignatelli & Belluzzi 2008; Ma & Luo 2012). Se ha demostrado electrofisiológicamente 
que la acetilcolina inhibe a las células periglomerulares dopaminérgicas mediante la 
activación de receptores muscarínicos metabotrópicos, probablemente aquellos que 
están formados por la subunidad m2 (Pignatelli & Belluzzi 2008). Estos datos están 
apoyados por estudios anatómicos que demuestran la expresión de receptores 
muscarínicos m2 en las células periglomerulares dopaminérgicas del bulbo olfatorio de 
la rata (Crespo et al. 2000). Nuestros resultados en macaco apoyan la idea de una 
acción sináptica de los axones colinérgicos sobre las células periglomerulares, 
incluyendo aquellas que expresan TH y, por tanto, son dopaminérgicas. Futuros 
estudios serán necesarios para dilucidar si son los receptores nicotínicos o los 
muscarínicos los que median en la transmisión sináptica sobre estas interneuronas. 
Por último, algunos datos publicados indican que la acetilcolina podría modular la 
excitabilidad de las células granulares, y la liberación de neurotransmisor en los 
contactos sinápticos dendro-dendríticos que se establecen entre las células granulares 
y las células mitrales (Castillo et al. 1999; Ghatpande et al. 2006; Pressler et al. 
2007; Tsuno et al. 2008; Ghatpande & Gelperin 2009). Nuestros resultados evidencian 
que estas acciones podrían estar mediadas por mecanismos sinápticos en la EPL y 
regiones inframitrales en el bulbo olfatorio de Macaca fascicularis. 
Resumiendo, nuestros resultados permiten afirmar que el patrón de conectividad de 
los axones colinérgicos está conservado filogenéticamente entre mamíferos 
macrosmáticos y microsmáticos. Este hecho sugiere que la circuitería colinérgica 
podría jugar un papel importante modulando el procesamiento de la información 
olfativa en el bulbo olfatorio de los mamíferos. 
6.8.2 MODULACIÓN SUBCORTICAL SEROTONINÉRGICA 
Nuestros resultados muestran por primera vez la distribución y conectividad sináptica 
de los axones serotoninérgicos en el bulbo olfatorio de Macaca fascicularis. Como es 
ampliamente conocido, los núcleos del rafe constituyen la principal fuente de 
serotonina en el cerebro de los vertebrados (Dahlstroem & Fuxe 1964; Steinbusch 
1981; Jacobs & Azmitia 1992). Las proyecciones serotoninérgicas procedentes de los 
núcleos del rafe inervan todas los niveles del sistema nervioso central. La distribución 
ubicua de estas proyecciones refleja que las neuronas serotoninérgicas del rafe están 
implicadas en un amplio abanico de funciones de modulación a nivel general. Entre las 
distintas áreas que reciben inputs serotoninérgicos, una de las más densamente 
inervadas es el bulbo olfatorio. Concretamente, esta región  recibe aferencias 
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procedentes del núcleo dorsal y medial de rafe (McLean & Shipley 1987). Un estudio 
reciente en el que se inyectan virus adeno-asociados recombinantes en los núcleos 
dorsal y medial del rafe en ratón, ha demostrado que las aferencias serotoninérgicas 
que recibe la GL provienen principalmente desde el núcleo medial del rafe, y no desde 
el dorsal como se creía hasta el momento (McLean & Shipley 1987; Petzold et al. 
2009). De la misma forma, las aferencias serotoninérgicas que llegan a la GCL se ha 
demostrado que provienen preferentemente del núcleo dorsal del rafe (Steinfeld et al. 
2015).  En los estudios del bulbo olfatorio realizados en rata, ratón o musaraña, las 
fibras serotoninérgicas muestran un patrón de distribución laminar donde destaca la 
inervación de la GL (McLean & Shipley 1987; Won et al. 1998; Gómez et al. 2005; 
Gracia-Llanes et al. 2010b; Steinfeld et al. 2015). Por el contrario, las aferencias 
serotoninérgicas que encontramos en el bulbo olfatorio de Macaca fascicularis, aunque 
se localizan a lo largo de todas las capas del bulbo olfatorio, son especialmente 
abundantes en la GCL, tal como puede observarse en nuestros resultados (Figura 
5.19_A). En este trabajo, hemos demostrado que los axones serotoninérgicos del 
bulbo olfatorio de Macaca fascicularis presentan una gran heterogeneidad morfológica, 
lo que está en consonancia con lo previamente descrito en la corteza cerebral de rata 
y de macacos del Nuevo Mundo (Kosofsky & Molliver 1987; Hornung et al. 1990; 
Smiley & Goldman-Rakic 1996). 
El mecanismo más común a través del cual la serotonina es liberada en el cerebro de 
los vertebrados es la neurotransmisión extrasináptica o por volumen (Descarries et al. 
1975; Umbriaco et al. 1995; Descarries & Mechawar 2000; Agnati et al. 2010). No 
obstante, existen axones serotoninérgicos que sí realizan contactos sinápticos sobre 
sus dianas, aunque, en este caso, el porcentaje de botones que realizan sinapsis es 
muy variable, dependiendo del área y de la especie, siendo por lo general 
relativamente bajo. Por ejemplo, se han encontrado porcentajes que varían desde un 
3% en la corteza auditiva de gato (DeFelipe et al. 1991) o un 23% en la corteza 
prefrontal de macaco (Smiley & Goldman-Rakic 1996), hasta un 28-46% en las 
cortezas frontal, parietal y visual de rata (Séguéla et al. 1989). 
A pesar de la baja proporción de axones serotoninérgicos que realizan sinapsis, se han 
hallado contactos sinápticos en distintas regiones cerebrales, entre las que 
encontramos el hipocampo (Freund et al. 1990; Umbriaco et al. 1995; Varga et al. 
2009), la corteza cerebral (Martínez-Guijarro et al. 1994; Smiley & Goldman-Rakic 
1996; Huo et al. 2009), la amígdala (Muller et al. 2007), el núcleo tegmental 
laterodorsal (Wang et al. 2000), el colículo superior (Dori et al. 1998), el núcleo 
reticular pontino oral (de la Roza & Reinoso-Suárez 2009) y el bulbo olfatorio (Gracia-
Llanes et al. 2010b). A pesar de que nosotros no hemos cuantificado el número de 
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botones serotoninérgicos que establecen contactos sinápticos en el bulbo olfatorio, sí 
podemos afirmar que el número de perfiles serotoninérgicos que están implicados en 
relaciones sinápticas ha de ser bajo si tenemos en cuenta el elevado número de 
perfiles positivos para 5-HT que hemos tenido que analizar para encontrar contactos 
sinápticos, tal como ocurre en otras especies de mamíferos macrosmáticos. Esto 
podría ser un indicador más de que, en el bulbo olfatorio del macaco, el principal 
modo de liberación de la serotonina es la transmisión extrasináptica o por volumen, 
coincidiendo con todos los estudios previos realizados en otras especies. 
En todos los trabajos previos, los contactos sinápticos serotoninérgicos encontrados 
han mostrado características morfológicas propias de sinapsis tanto simétricas como 
asimétricas. En el bulbo olfatorio de la rata, gran parte de las fibras serotoninérgicas 
que establecen contactos sinápticos lo hacen sobre las dendritas de las células 
periglomerulares, y estas sinapsis son clasificadas morfológicamente como 
asimétricas, aunque en algunos casos la apariencia del contacto es ambigua (Gracia-
Llanes et al. 2010b). En el bulbo olfatorio del macaco, los contactos sinápticos 
serotoninérgicos que hemos encontrado presentan mayoritariamente las 
características morfológicas típicas de los contactos sinápticos simétricos, y también 
se localizan sobre porciones dendríticas de interneuronas, aunque en este caso esas 
interneuronas son células granulares.  
El análisis de las dianas de las fibras serotoninérgicas es esencial para conocer el 
papel funcional de las células serotoninérgicas del rafe en la modulación del 
procesamiento de la información olfativa. Puesto que la región más inervada por las 
aferencias serotoninérgicas en mamíferos macrosmáticos es la GL, la mayor parte de 
la bibliografía se centra en la función moduladora de los circuitos serotoninérgicos a 
nivel glomerular (Dugué & Mainen 2009). Estudios electrofisiológicos y farmacológicos 
apuntan a que la serotonina actúa directamente sobre células periglomerulares, 
provocando su despolarización a través de los receptores 5-HT 2C, y sobre las células 
mitrales, provocando un efecto dual (Hardy et al. 2005). Por una parte, el 
neuromodulador puede despolarizar a un conjunto de células mitrales directamente a 
través del receptor 5-HT 2A. Y por la otra parte, puede hiperpolarizar a otro grupo de 
células mitrales indirectamente, a través de la activación de células periglomerulares 
GABAérgicas que inhibirán a las células mitrales mediante la unión del GABA liberado 
a los receptores GABAA que presentan las células principales. Además, la serotonina 
también podría  modular la entrada de información olfatoria que llega al bulbo 
olfatorio mediante otros mecanismos indirectos. En concreto, la serotonina podría 
activar a las células periglomerulares que son GABAergicas a través de los receptores 
5-HT 2C. Esta activación, a su vez, inhibiría la liberación de neurotransmisor 
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glutamato desde los terminales del nervio olfatorio mediante la activación de los 
receptores GABAB presentes en estos terminales (Petzold et al. 2009). Todos estos 
efectos moduladores estarían mediados por receptores metabotrópicos en escalas de 
tiempo largas, desde cientos de milisegundos hasta varios segundos, tal y como es 
propio de la transmisión extrasináptica. Estudios neuroanatómicos de nuestro grupo 
demuestran que una parte de los terminales axónicos serotoninérgicos del bulbo 
olfatorio de la rata realizan sinapsis sobre las células periglomerulares (Gracia-Llanes 
et al. 2010b). De todas las sinapsis analizadas, más de la mitad se localizaron sobre 
dendritas de células periglomerulares GABAergicas (55%), mientras que un 45% 
fueron identificadas sobre dendritas de células periglomerulares GABA-
inmunonegativas. 
En el caso del macaco, aunque hemos observado la presencia de fibras 
serotoninérgicas en la GL, esta capa no destaca por su elevada inervación. De hecho, 
es importante destacar que existen diferencias claramente marcadas entre las 
distribución de los axones serotoninérgicos en el bulbo olfatorio de la rata y en el del 
macaco. Mientras que la GL es la región más inervada en el bulbo olfatorio de la rata, 
como ya hemos indicado anteriormente, en el macaco, la región donde mayor 
densidad de fibras serotoninérgicas hallamos es la GCL. Estas diferencias 
interespecíficas entre rata y macaco, ya han sido descritas previamente por otros 
autores (Takeuchi et al. 1982). Takeuchi y colaboradores describen  que el bulbo 
olfatorio del mono, a diferencia del de la rata y el gato, no recibe una densa inervación 
en la GL por parte de axones serotoninérgicos. Nuestros resultados corroboran los de 
Takeuchi y colaboradores y, además, añaden que la capa del bulbo olfatorio del 
macaco que recibe la mayor inervación de fibras serotoninérgicas es la GCL. Los 
resultados del estudio sobre la conectividad sináptica de la GCL que hemos llevado a 
cabo en macacos evidencian que también en el bulbo olfatorio de estos animales las 
fibras serotoninérgicas establecen contactos sinápticos sobre las dendritas basales de 
las interneuronas presentes en esta capa. Esto está en consonancia con resultados 
previos de nuestro laboratorio donde se demostró la presencia de receptores 5-HT 2A 
en el soma y las dendritas principales de las células granulares del bulbo olfatorio de 
la rata (Gracia-Llanes 2008). Además, estudios electrofisiológicos y farmacológicos en 
rata han demostrado que la serotonina tienen distintos efectos sobre las células 
mitrales. Por una parte, actúa directamente sobre éstas desencadenando su 
despolarización. Por la otra, puede tener efectos inhibidores indirectos, al despolarizar, 
a través de los receptores 5-HT 2A, a las células granulares. De esta forma, la 
serotonina desencadenaría la liberación de GABA desde las gémulas de las células 
granulares, inhibiendo a las células mitrales a través de los receptores GABAA que 
presentan sus dendritas en la EPL (Hardy et al. 2005). Otro estudio más reciente 
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sugiere que la inhibición simultanea de las células mitrales puede explicarse por la 
activación de distintos circuitos inhibitorios (Schmidt & Strowbridge 2014). La 
serotonina activaría a un grupo de células mitrales a través de receptores 5-HT 2A y, 
éstas realizarían contactos sinápticos dendro-dendríticos sobre las células granulares, 
despolarizándolas a través de sus receptores de glutamato. A su vez, las células 
granulares despolarizadas establecerían contactos sinápticos simétricos sobre estas 
células mitrales hiperpolarizándolas, mediante los contactos sinápticos dendro-
dendríticos. Además, también demuestran que la serotonina despolariza directamente 
a un grupo de células granulares. 
Posteriores estudios neuroanatómicos, electrofisiológicos y farmagológicos que 
investiguen la presencia de los distintos receptores de serotonina y los diferentes 
efectos que pueden ejercer los axones serotoninérgicos en las regiones inframitrales 
del bulbo olfatorio de macacos serán necesarios para conocer el papel de la serotonina 
en la modulación del procesamiento de la información olfativa en el bulbo olfatorio del 
macaco. 
6.8.3 MODULACIÓN SUBCORTICAL NORADRENÉRGICA 
Otro sistema subcortical que inerva y modula la circuitería sináptica del bulbo olfatorio 
es el sistema noradrenérgico. Las neuronas noradrenérgicas se localizan en el locus 
coeruleus, desde donde proyectan a todo el sistema nervioso central. En el caso de la 
rata, más del 38% de estas células envían sus axones al bulbo olfatorio, donde se ha 
observado la presencia de una importante red de fibras noradrenérgicas, convirtiendo 
esta estructura telencefálica en una de las más inervadas de todo el sistema nervioso 
central (Shipley et al. 1985). La noradrenalina es clave en procesos de aprendizaje 
olfatorio, en memoria a corto y a largo plazo, y en la discriminación de varios 
estímulos, incluyendo el reconocimiento entre individuos de distintas especies. Por 
todo ello, el sistema noradrenérgico ha sido estudiado desde distintas perspectivas en 
el bulbo olfatorio de mamíferos macrosmáticos (Pissonnier et al. 1985; Sullivan et al. 
1989; Sullivan et al. 1992; Sullivan et al. 2000; Kendrick et al. 1991; Rangel & Leon 
1995; Brennan et al. 1998; McLean & Harley 2004; Mandairon et al. 2008; Guérin et 
al. 2008).  
Para estudiar las fibras noradrenérgicas en el bulbo olfatorio de Macaca fascicularis, 
hemos empleado anticuerpos comerciales que reconocen y se unen específicamente a 
la enzima DβH. Esta enzima se encuentra en el interior de las vesículas que contienen 
el neurotransmisor y es la encargada de convertir la dopamina en noradrenalina. La 
técnica inmunohistoquímica para poder detectar la enzima DβH requiere 
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necesariamente la utilización de detergentes, y esto no es compatible con la 
conservación de la ultraestructura del tejido. Por esta razón, no hemos podido analizar 
la conectividad sináptica que presentan las fibras positivas para DβH en el bulbo 
olfatorio de los macacos. 
A pesar de estas limitaciones, nuestros resultados muestran por primera vez la 
distribución de las fibras noradrenérgicas en el bulbo olfatorio de Macaca fascicularis. 
Al igual que ocurre en mamíferos macrosmáticos, las fibras noradrenérgicas inervan el 
bulbo olfatorio del macaco siguiendo un patrón de distribución laminar, donde destaca 
la inervación de las capas inframitrales (McLean & Shipley 1991; McLean et al. 1989). 
Tanto en el bulbo olfatorio de rata como en el del macaco, la mayor densidad de fibras 
positivas para DβH aparece en la GCL y en la IPL. Además, también hemos observado 
una inervación moderada de la EPL y una más escasa de la GL. Los axones positivos 
para DβH presentan numerosas varicosidades a lo largo de toda su extensión. Estos 
engrosamientos podrían ser considerados como posibles zonas desde donde se libera 
el neurotransmisor. El principal mecanismo a través del cual es liberada la 
noradrenalina, es la transmisión extrasináptica o por volumen (Umbriaco et al. 1995). 
No obstante, se ha descrito que las fibras noradrenérgicas también establecen 
contactos sinápticos sobre sus dianas en distintas regiones cerebrales, aunque sea en 
una baja proporción (Smiley et al. 1999). Se ha descrito que las fibras 
noradrenérgicas establecen contactos sinápticos tanto sobre células principales como 
sobre interneuronas (Descarries et al. 1977; Milner & Bacon 1989; Umbriaco et al. 
1995).  
Considerando las características neuroanatómicas y la distribución de las fibras 
positivas para DβH en el bulbo olfatorio de Macaca fascicularis, es presumible que, al 
igual que ocurre en otras regiones del cerebro, en el bulbo olfatorio sean distintos 
tipos celulares los que estén bajo la influencia de las aferencias noradrenérgicas. No 
obstante, posteriores estudios a microscopía electrónica serán necesarios para conocer 
la conectividad sináptica que presentan estas aferencias en el bulbo olfatorio del 
macaco y para poder identificar las dianas de esas sinapsis. 
Los trabajos electrofisiológicos que se han llevado a cabo para conocer el papel del 
sistema noradrenérgico en el bulbo olfatorio, revelan que la noradrenalina modula la 
circuitería bulbar a través de la desinhibición de las células mitrales o de las células 
empenachadas (Jahr & Nicoll 1982). En primer lugar, se propuso que la noradrenalina 
desinhibía a las células principales mediante la inhibición de las células granulares. Sin 
embargo, más tarde se demostró que este fenómeno estaba causado por la inhibición 
de la transmisión sináptica excitadora que se propaga desde las células principales 
hacia las células granulares a través de los contactos dendro-dendríticos que existen 
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entre ambos elementos (Trombley & Shepherd 1992). Se ha postulado que son los 
receptores adrenérgicos α, presentes en las células principales, los responsables de la 
inhibición de la liberación de glutamato por parte de las células mitrales o 
empenachadas (Trombley 1992). Más tarde, otros estudios demostraron in vitro que 
la noradrenalina aumenta la excitabilidad de las células mitrales a través de los 
receptores noradrenérgicos α1 frente a estímulos débiles procedentes del nervio 
olfatorio (Ciombor et al. 1999). Igualmente, mediante la técnica “patch-clamp”, se 
demostró in vitro que la noradrenalina excita directamente a las células mitrales a 
través de los receptores noradrenérgicos α1, lo que puede explicar, al menos 
parcialmente, el hecho de que se produzca un aumento de la respuesta de las células 
principales del bulbo olfatorio frente a estímulos odorante débiles durante la activación 
del locus coeruleus (Hayar et al. 2001). 
Todos estos datos apoyan la idea de que cuando se activa el locus coeruleus, la 
noradrenalina liberada en el bulbo olfatorio es capaz de aumentar la sensibilidad de 
las células principales si los estímulos olfatorios son débiles.  
La noradrenalina, además de jugar un papel importante en los procesos de 
aprendizaje olfativo y en el comportamiento relativo a la reproducción, parece tener 
una función destacada como modulador en la función olfatoria, influyendo en procesos 
de formación de memoria olfativa (Ciombor et al. 1999). 
Nuestro estudio demuestra que el patrón de inervación del bulbo olfatorio del macaco 
por parte de los axones noradrenérgicos procedentes del locus coeruleus está 
conservado filogenéticamente si lo comparamos con el de la rata. Por tanto, parece 
lógico pensar que, del mismo modo, las implicaciones funcionales de este sistema 
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ANÁLISIS COMPARATIVO DEL BULBO OLFATORIO DE 
MACACOS CONTROLES Y PARKINSONIANOS 
La disfunción olfativa es uno de los primeros síntomas que se manifiesta en la 
enfermedad de Parkinson. Sin embargo, las bases patológicas que dan lugar a esta 
disfunción todavía están por descubrir. La mayoría de los estudios llevados a cabo 
para explicar los mecanismos que subyacen a esta disfunción olfativa se han centrado, 
principalmente, en el análisis de agregados o depósitos proteicos patológicos de α-
sinucleína a lo largo de todas las estructuras olfativas: epitelio olfatorio, bulbo 
olfatorio o cortezas primarias olfativas. Estos estudios se han realizado en modelos 
animales de la enfermedad y en pacientes que la padecen (Ubeda-Bañon et al. 2010a; 
Ubeda-Bañon et al. 2010b; Mundiñano et al. 2011). Es lógico pensar que la presencia 
de estos agregados patológicos en las diferentes áreas olfatorias pueden alterar su 
organización, propiciando de esta forma la manifestación de déficits olfativos. Otros 
trabajos han estudiado las alteraciones que ocurren en el número de neuronas 
dopaminérgicas de la GL del bulbo olfatorio de pacientes con la enfermedad de 
Parkinson y de modelos animales a los que se les ha inducido parkinsonismo (Huisman 
et al. 2004; Belzunegui et al. 2007). También se ha analizado si existen alteraciones 
morfológicas que pudieran explicar los déficits en olfacción ligados a la enfermedad 
(Hoogland et al. 2003; Mundiñano et al. 2011). Nuestros resultados demuestran, por 
primera vez, que no existen alteraciones ultraestructurales, ni modificaciones en los 
patrones de conectividad de los circuitos neuronales del bulbo olfatorio de macacos 
parkinsonianos, que puedan explicar los trastornos olfativos que ocurren durante la 
enfermedad de Parkinson. Sin embargo, tras analizar cuantitativamente algunos 
marcadores que son representativos de los diferentes sistemas de neurotransmisión 
del bulbo olfatorio, nuestros resultados demuestran que el tratamiento con MPTP 
induce cambios cuantitativos en algunos de ellos que podrían explicar, al menos 
parcialmente, la disfunción olfativa asociada a esta enfermedad. 
6.9 ORGANIZACIÓN CELULAR, NEUROQUÍMICA Y 
ULTRAESTRUCTURAL EN EL BULBO OLFATORIO DEL 
MODELO PARKINSONIANO 
Los resultados de nuestros estudios demuestran que la organización general del bulbo 
olfatorio de los macacos tratados con MPTP se mantiene inalterada respecto a sus 
controles. La microscopía óptica muestra que la distribución laminar de las diferentes 
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capas que integran esta área se mantiene intacta. A nivel neuroanatómico, en la 
bibliografía encontramos trabajos que demuestran la presencia de algunos glomérulos 
ectópicos en la EPL de pacientes que sufrían la enfermedad de Parkinson (Hoogland et 
al. 2003; Mundiñano et al. 2011), así como en el bulbo olfatorio de ratones y ratas 
sometidos a bulbectomías unilaterales (Graziadei & Monti Graziadei 1986; Guthrie & 
Leon 1989). Existen dos interpretaciones opuestas en cuanto a la importancia de estos 
glomérulos a la hora de explicar las alteraciones olfativas que se observan en la 
enfermedad. Por una parte, teniendo en cuenta que los glomérulos ectópicos sólo 
aparecen en enfermos de Parkinson y no en los controles, hay autores que defienden 
que su aparición es una alteración que puede contribuir a la hiposmia. Sin embargo, 
por otra parte, el número reducido de estas estructuras, y su limitado tamaño, hacen 
pensar que es poco probable que sean responsables de los desordenes olfativos 
(Hoogland et al 2003). En cualquier caso, nosotros no hemos hallado la presencia de 
dichos glomérulos ectópicos en el bulbo olfatorio de los macacos tras el tratamiento 
con MPTP. 
Nuestros resultados muestran, por una parte, que la organización laminar del bulbo 
olfatorio es idéntica en macacos control y macacos parkinsonianos. Y por la otra, que 
existe un aumento significativo del número de células periglomerulares 
dopaminérgicas en el bulbo olfatorio tras el tratamiento con MPTP (Figura 5.2). Estos 
resultados están de acuerdo con los obtenidos a partir de tejido procedente de 
pacientes de Parkinson y de modelos animales de la enfermedad (Huisman et al. 
2004; Belzunegui et al. 2007; Huisman et al. 2008; Mundiñano et al. 2011). Los 
estudios post mórtem realizados con material procedente de pacientes han 
demostrado que existe una degeneración de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc 
y de las células que contienen melanina del área tegmental ventral durante la 
enfermedad de Parkinson. Sin embargo, también se ha demostrado que los niveles de 
dopamina no se ven disminuidos en el bulbo olfatorio de estos pacientes. Es más, la 
expresión de TH en la región periglomerular del bulbo olfatorio y el número de células 
periglomerulares dopaminérgicas se ve aumentado en el bulbo olfatorio de enfermos 
de Parkinson (Huisman et al. 2004; Huisman et al. 2008; Mundiñano et al. 2011) y de 
macacos tratados con MPTP (Belzunegui et al. 2007). Nuestros resultados corroboran 
todos estos datos y apoyan la hipótesis propuesta por Belzunegui (2007) que sugiere 
que una leve pérdida de las neuronas dopaminérgicas de la SN podría conducir a un 
aumento sustancial del número de células dopaminérgicas en la GL. 
En nuestro trabajo, además de cuantificar las células periglomerulares 
dopaminérgicas, hemos analizado por primera vez si existen alteraciones en el número 
de células periglomerulares que expresan los marcadores: nNOS, CB y CR. Nuestros 
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resultados muestran que el número de estas células periglomerulares permanece 
inalterado en el bulbo olfatorio de macacos tras el tratamiento con MPTP, tal como 
muestra la Figura 5.2. Es evidente, por tanto, que el aumento del número de células 
periglomerulares dopaminérgicas no altera a la población de células periglomerulares 
de tipo 1 que sintetizan óxido nítrico, ni a las poblaciones de células periglomerulares 
de tipo 2. 
Se ha postulado que, en el bulbo olfatorio, los cambios cuantitativos de los niveles 
dopaminérgicos pueden afectar al correcto procesamiento de la información olfativa de 
distintas formas, contribuyendo así a la disfunción olfativa. Algunos autores afirman 
que la dopamina liberada por las células periglomerulares, junto con el 
neurotransmisor GABA, inhibe la transmisión sináptica que se produce desde los 
terminales axónicos de las neuronas receptoras olfativas hacia las células principales 
(células mitrales/empenachadas) a nivel glomerular (Ennis et al. 1996; Hsia et al. 
1999; Berkowicz & Trombley 2000; Maher & Westbrook 2008). Por tanto, un aumento 
de las células periglomerulares dopaminérgicas de la GL podrían explicar la hiposmia 
observada en los pacientes de Parkinson (Huisman et al. 2004). Sin embargo, la 
disfunción olfativa asociada a la enfermedad de Parkinson es detectada en los 
pacientes antes de que se produzca la degeneración de las células dopaminérgicas de 
la SN, que es la que conduce al aumento del número de células TH-positivas en la GL 
(Forno 1996).  
Cabe mencionar que, además de las alteraciones en el número de células 
dopaminérgicas de la GL (Belzunegui et al. 2007; Mundiñano et al. 2011), no 
podemos omitir la importancia de los depósitos proteicos patológicos de α-sinucleína 
encontrados en el bulbo olfatorio de pacientes de Parkinson, ya que existen estudios 
que apuntan a una posible disfunción sináptica desencadenada por la sobreexpresión 
de α-sinucleína (Scott et al. 2010). 
Mundiñano y colaboradores (2011) demuestran en sus estudios que existen 
características neuroanatómicas del bulbo olfatorio de los pacientes de Parkinson que 
son distintas a las que presentan sus controles, ya que en los casos patológicos 
observan, por ejemplo, una MCL difusa, o incluso ausente, y la estructura de los 
glomérulos olfatorios alterada. También identifican, en algunas ocasiones, como ya 
hemos dicho, la presencia de glomérulos ectópicos en la EPL (Mundiñano et al. 2011).  
A diferencia de estas observaciones, en el bulbo olfatorio de macacos tratados con 
MPTP, nosotros no observamos ninguna desorganización, ni desaparición, de la MCL 
con respecto a sus controles. En los animales control y en los animales parkinsonianos 
observamos que la MCL está ligeramente desorganizada, pero sólo si la comparamos 
con lo previamente descrito en el bulbo olfatorio de roedores.  
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Nuestros resultados demuestran que, a nivel general, la organización ultraestructural 
de los circuitos neuronales del bulbo olfatorio del macaco y su conectividad sináptica 
no se encuentran alteradas tras el tratamiento con MPTP. Igualmente, la presencia de 
perfiles dendríticos y somas mielinizados, que se encuentran a lo largo de todas las 
capas del bulbo olfatorio del macaco, se repite sin alteraciones apreciables en el tejido 
parkinsoniano. La mielina envuelve los mismos tipos celulares que observamos en los 
animales control, sugiriendo que la presencia de somas y dendritas mielínicos no está 
relacionada con ningún proceso patológico. 
6.10 LOS SISTEMAS DE MODULACIÓN SUBCORTICAL DEL 
BULBO OLFATORIO DE MACACOS NO ESTÁN 
ALTERADOS COMO RESULTADO DEL TRATAMIENTO 
CON MPTP 
Son varias las estructuras cerebrales que envían proyecciones e inervan, modulan y 
controlan el bulbo olfatorio, influyendo de esta forma en la función olfativa. Como ya 
hemos dicho, el bulbo olfatorio de los mamíferos recibe numerosas fibras centrífugas 
desde distintas regiones del cerebro que pueden ser clasificadas en dos grupos, 
dependiendo de su origen. El primer grupo lo forman las fibras glutamatérgicas que 
provienen de la corteza olfatoria a la que proyectan las células principales del bulbo 
olfatorio. El segundo, está compuesto por aquellas fibras que provienen de regiones 
subcorticales. Estos núcleos subcorticales proyectan de forma general a todas las 
áreas del cerebro y, por tanto, no sólo modulan la función del bulbo olfatorio, sino que 
también modulan la del resto de sistemas neuronales.  
En nuestro trabajo hemos analizado si los sistemas de modulación subcortical 
colinérgico, serotoninérgico y noradrenérgico se ven alterados en el bulbo olfatorio de 
los macacos parkinsonianos. Nuestro estudio demuestra, por primera vez, que no 
existen cambios en el patrón de distribución de las fibras colinérgicas, 
serotoninérgicas, ni noradrenérgicas en el bulbo olfatorio de macacos parkinsonianos. 
Además, nuestros análisis cuantitativos demuestran que tampoco encontramos 
cambios estadísticamente significativos en cuanto a la densidad de elementos que 
expresan los siguientes marcadores: VAChT, 5-HT o DβH. De esta forma, podemos 
concluir que, en Macaca fascicularis, no existen alteraciones significativas de los 
circuitos subcorticales que inervan el bulbo olfatorio tras el tratamiento con MPTP.  
Existen numerosos estudios que defienden que existen alteraciones de los sistemas 
colinérgicos, serotoninérgicos y noradrenérgicos que podrían explicar las alteraciones 
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olfativas que acompañana a la enfermedad de Parkinson. Por lo general, se han 
observado déficits colinérgicos, noradrenérgicos y serotoninérgicos en el cerebro de 
pacientes de Parkinson, aunque en este último caso, el de la serotonina, los resultados 
son muy dispares (para una amplia revisión (Doty 2007; Doty 2012b; Doty 2012a).   
Podría parecer que nuestros resultados entran en conflicto con los estudios publicados 
que demuestran que estos tres sistemas de modulación subcortical están afectados en 
la enfermedad de Parkinson, y que sus modificaciones pueden contribuir de alguna 
manera a la manifestación de los síntomas pre-motores observada en los primeros 
estadios de la enfermedad. Sin embargo, es importante que destaquemos en este 
punto que son muy pocos los trabajos en los que se ha estudiado si existen 
alteraciones en alguno de estos sistemas subcorticales en el propio bulbo olfatorio, 
tanto en el caso de modelos experimentales de parkinsonismo como en el de 
pacientes con la enfermedad de Parkinson. Por lo tanto, realmente, existen muy pocos 
datos previos con los que poder comparar nuestros resultados. 
6.10.1 ACETILCOLINA 
Estudios en rata refuerzan la idea de que el sistema colinérgico influye en la 
percepción olfatoria, al demostrar que el bloqueo de receptores nicotínicos de 
acetilcolina anula la capacidad de discriminar odorantes químicamente similares 
(Mandairon et al. 2006). Otros estudios en ratón, evidencian mediante diferentes 
técnicas de “patch-clamp” que el sistema colinérgico modula la actividad de las células 
periglomerulares dopaminérgicas (Pignatelli & Belluzzi 2008), y que la diferencia en 
los niveles de expresión del receptor nicotínico α7 se traduce en distintas capacidades 
para detectar y discriminar olores (Hellier et al. 2010). También en humanos se ha 
demostrado la importancia de la acetilcolina en la percepción de los olores, al utilizar 
antagonistas de receptores muscarínicos y observar que la función de detección de los 
odorantes se ve afectada (Serby et al. 1990). 
El sistema colinérgico también ha sido estudiado en distintas enfermedades 
neurodegenerativas, entre las que se encuentra la enfermedad de Parkinson (para una 
revisión Doty 2012a). Existen trabajos realizados sobre tejido procedente de autopsias 
de pacientes de Parkinson que demuestran la existencia de alteraciones en el sistema 
colinérgico en distintas regiones cerebrales. Entre estas alteraciones se pueden 
observar: la degeneración del núcleo basal de Meynert, área colinérgica que proyecta 
a regiones cerebrales que se relacionan con la olfacción (Arendt et al. 1983; Nakano & 
Hirano 1984; Rogers et al. 1985), la reducción de los receptores nicotínicos 
colinérgicos que presentan las subunidades α4 y α7 en la corteza cerebral (Burghaus 
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et al. 2003), la reducción de la actividad acetilcolinesterasa en la corteza cerebral de 
pacientes, tanto en los primeros estadios de la enfermedad como en los más 
avanzados (Shimada et al. 2009). 
Todos estos trabajos sugieren que la disrupción del sistema colinérgico podría estar 
vinculada con los problemas olfativos que aparecen en la enfermedad de Parkinson. 
Sin embargo, nuestros resultados no revelan diferencias en la distribución de las fibras 
colinérgicas en el bulbo olfatorio de macacos parkinsonianos cuando los comparamos 
con los animales control. En la misma línea, tampoco hemos hallado alteraciones en 
cuanto al patrón de conectividad sináptica que muestran estas fibras, ni en cuanto a la 
densidad de punta positivos para VAChT cuando comparamos ambas condiciones. 
Todos estos datos no nos permiten afirmar que la intoxicación con MPTP conlleve 
alteraciones en la distribución o conectividad sináptica de las fibras colinérgicas en el 
bulbo olfatorio, al menos en nuestro modelo experimental. 
Existe un trabajo reciente en el que se han analizado los inputs colinérgicos que recibe 
el bulbo olfatorio, tanto en tejido obtenido de pacientes que han padecido la 
enfermedad de Parkinson como en macacos a los que se les ha tratado con MPTP 
(Mundiñano et al. 2013). Este trabajo demuestra que existe una reducción 
significativa de la inervación colinérgica que recibe el bulbo olfatorio cuando se 
comparan los casos parkinsonianos con sus controles. Estos resultados llevan a sus 
autores a proponer la idea de que la denervación dopaminérgica podría ser la causa 
de la reducción de las aferencias colinérgicas observadas en el bulbo olfatorio.  
A la vista de estos resultados existen algunas diferencias metodológicas que deben ser 
consideradas, ya que pueden explicar las discrepancias que existen entre los 
resultados obtenidos por Mundiñano y colaboradores (2013) y nuestros resultados.  
En primer lugar, Mundiñano y colaboradores emplean la enzima colinacetiltransferasa  
como marcador de las fibras colinérgicas presentes en el bulbo olfatorio. El marcaje 
obtenido con el uso de este marcador es notablemente más débil que el que se 
consigue empleando VAChT. Éste último es el que nosotros empleamos en nuestro 
trabajo (Liberia et al. 2015). Los motivos que nos llevaron a la elección de VAChT 
como marcador fueron los siguientes. En primer lugar, el hecho de que la técnica 
inmunohistoquímica para detectar colinacetiltransferasa  es delicada y puede dar 
muchos problemas de falsos negativos. Y en segundo lugar, que el anticuerpo contra 
VAChT es un marcador ideal para detectar células colinérgicas, ya que ofrece un 
potente marcaje tanto en el soma celular como en los axones, siendo dicho marcaje 
especialmente fuerte en los terminales  axónicos y en las varicosidades  (Arvidsson et 
al. 1997). 
Capítulo	  6	   	   	  
	  206	  
La otra consideración metodológica que puede explicar por qué nuestros resultados no 
muestran cambios estadísticamente significativos, está relacionada con el tipo de 
análisis cuantitativo que ambos grupos realizamos, ya que el tipo de test estadístico 
que nosotros aplicamos es diferente del que aplican Mundiñano y colaboradores. 
Nosotros, tras la comprobación de que las condiciones de normalidad y 
homocedasticidad se cumplen, aplicamos un test paramétrico (“t de Student”) 
mientras que Mundiñano y colaboradores aplican a sus datos un test no paramétrico 
(“U de Mann-Whitney”). 
6.10.2 SEROTONINA 
Aunque distintos trabajos han demostrado que la transmisión serotoninérgica se 
encuentra alterada en la enfermedad de Parkinson, al analizar específicamente las 
fibras serotoninégicas del bulbo olfatorio de macacos control y macacos 
parkinsoninanos, nuestros resultados no muestran diferencias en cuanto a la 
distribución, la morfología, ni la conectividad sináptica que presentan los axones 
serotoninérgicos en los macacos a los que se les ha inducido Parkinson cuando los 
comparamos con sus controles. Y tampoco observamos diferencias cuantitativas 
cuando comparamos la densidad de puncta 5-HT-positivos en ambas condiciones. 
Considerando lo anterior, no podemos ofrecer una explicación basada en diferencias 
neuroanatómicas, ni de conectividad sináptica de las aferencias serotoninérgicas que 
inervan el bulbo olfativo que pueda explicar la afección olfativa que aparece en la 
enfermedad de Parkinson. 
Existen trabajos que sí relacionan los déficits y alteraciones de los niveles de 
serotonina en diversas regiones cerebrales con la disfunción olfativa y otras 
sintomatologías no motoras que aparecen en los primeros estadios de la enfermedad 
de Parkinson (Hely et al. 2005; Huot & Fox 2013, para una revisión). Entre ellos, se 
ha demostrado la pérdida de neuronas que sintetizan serotonina en el núcleo dorsal 
del rafe (Halliday et al. 1990a; Halliday et al. 1990b; Paulus & Jellinger 1991; Kovacs 
et al. 2003) o la presencia de cuerpos de Lewy en este mismo núcleo, que está 
considerado el origen de las proyecciones serotoninérgicas (Ohama & Ikuta 1976; 
Mann & Yates 1983; Halliday et al. 1990b; Braak et al. 2001). De acuerdo con la 
pérdida de neuronas serotoninérgicas, otros estudios con pacientes de Parkinson 
demuestran que los niveles de serotonina se encuentran notablemente reducidos en 
regiones cerebrales tales como: el núcleo caudado, la corteza entorrinal, la corteza 
cingualada, la corteza frontal, el tálamo o el hipocampo (Scatton et al. 1983; Huot et 
al. 2011). Sin embargo, cuando se utilizan modelos animales de la enfermedad de 
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Parkinson, no siempre se observan dichas alteraciones de los niveles de serotonina 
(Huot et al. 2011 para una revisión; Doty 2012a para una revisión).  
Es importante tener en cuenta que el estudio del sistema serotoninérgico ofrece 
resultados controvertidos cuando se emplean distintos modelos experimentales de la 
enfermedad de Parkinson. Por un lado, se ha demostrado que la administración de 
MPTP conlleva la reducción de los niveles de serotonina en el neocórtex, pero no en el 
estriado de los macacos (Macaca mulatta) (Pifl et al. 1991). Por el otro, sí se observa 
la reducción de los niveles de serotonina en el neocórtex y estriado del tití común tras 
un tratamiento crónico con MPTP (Pérez-Otaño et al. 1991). Además, parece que el 
nivel de reducción de este neurotransmisor es equiparable al observado en los 
pacientes de Parkinson (Scatton et al. 1983). Por el contrario, el tratamiento con MPTP 
en monos de vervet (Chlorocebus pygerythrus) provoca el aumento de los niveles de 
serotonina en el estriado, lo que se ha asociado con una recuperación espontanea del 
fenotipo parkinsoniano (Boulet et al. 2008). Un estudio diferente y más reciente 
demuestra que los niveles de serotonina no se encuentran alterados en el estriado 
tras un tratamiento con MPTP en Macaca fascicularis (Huot et al. 2012).  
A pesar de que nuestros resultados, al igual que los publicados por (Huot et al. 2012), 
tampoco muestran cambios estadísticamente significativos en la densidad de puncta 
positivos para 5-HT entre macacos control y parkinsonianos, debemos considerar el 
hecho de que existe una elevada variabilidad entre los diferentes modelos 
experimentales de primates. Dicha variabilidad está sujeta a parámetros como: la 
especie empleada, la duración del tratamiento o el régimen de administración del 
mismo. Por este motivo debemos interpretar todos nuestros resultados con extrema 
cautela, ya que existen ciertas limitaciones cuando se trabaja con modelos animales 
de enfermedades. 
6.10.3 NORADRENALINA 
Nuestros resultados reflejan que las principales capas inervadas por fibras 
noradrenérgicas en el bulbo olfatorio de Macaca fascicularis son las regiones 
inframitrales, y este patrón de distribución no se ve alterado tras el tratamiento con 
MPTP. Además, nuestros estudios cuantitativos también demuestran que la densidad 
de puncta positivos para DβH en el bulbo olfatorio de los animales parkinsonianos no 
está significativamente disminuido con respecto a los casos control. Esto es coherente, 
de alguna manera, con los resultados de trabajos previos en los que se ha demostrado 
que si la noradrenalina influye en las deficiencias olfativas que se observan en la 
enfermedad de Parkinson, debe de hacerlo de una forma indirecta (Feinstein et al. 
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2002; Kalinin et al. 2006). Otro estudio que apoya esta hipótesis se realizó con tejido 
procedente de pacientes de Parkinson, donde se demostró que la deficiencia de 
noradrenalina, por sí sola, no era la causante de las deficiencias olfatorias en la 
enfermedad, ya que pacientes que carecían de la enzima DβH, mostraban funciones 
olfativas perfectamente normales (Garland et al. 2011).  
Aunque el papel de la noradrenalina en la enfermedad de Parkinson no está claro, sí 
se ha demostrado, en primates y en roedores, que la lesión del locus coeruleus, 
principal fuente de proyecciones noradrenérgicas al bulbo olfatorio, aumenta la 
susceptibilidad de la ruta nigroestrialtal a ser dañada por sustancias tóxicas como el 
MPTP. Esto sugiere que las aferencias noradrenérgicas del estriado podrían tener una 
función neuroprotectora (Fornai et al. 1996; Fornai et al. 1997; Doty 2012a). Estudios 
post mórtem proponen que existe una fuerte relación entre la alteración del locus 
coeruleus y la aparición de problemas olfatorios, al demostrar que la presencia de 
agregados proteicos α-sinucleína en el locus coeruleus (61%) del cerebro de pacientes 
es claramente superior a la que aparece en otras estructuras cerebrales relacionadas 
con la olfacción, como son el núcleo olfatorio anterior (40%), el bulbo olfatorio (47%) 
o el tracto olfatorio (58%) (Del Tredici et al. 2002). 
Nuestros resultados aportan datos neuroanatómicos y cuantitativos que muestran que 
no existe una alteración del sistema noradrenérgico en el bulbo olfatorio de macacos 
parkinsonianos que pueda explicar el déficit olfativo que aparece en la enfermedad de 
Parkinson. No obstante, no podemos descartar que existan cambios en cuanto a la 
conectividad sináptica que presenten estas fibras en el bulbo olfatorio de animales 
parkinsonianos porque, por razones metodológicas que ya han sido discutidas, no 
hemos podido analizar la conectividad sináptica de las fibras noradrenérgicas. Futuros 
estudios de microscopía electrónica serán necesarios para abordar esta cuestión. 
La noradrenalina, además de modular funciones cognitivas en distintas especies, 
también facilita el aprendizaje olfativo y mejora la ratio señal-ruido en varios sistemas 
sensoriales (Sullivan et al. 1994; Brennan et al. 1998; Sara 2009). Por todo ello, es 
altamente probable que este sistema se encuentre alterado, a distintos niveles, en la 
enfermedad de Parkinson. Nuestros resultados concluyen, por primera vez, que las 
fibras noradrenérgicas que inervan el bulbo olfatorio de primates tratados con MPTP 
no sufren alteraciones morfológicas. Tampoco existen alteraciones en la densidad de 
puncta que expresan la enzima DβH. 
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6.11 LA ACTIVIDAD SINÁPTICA ESTÁ ALTERADA EN EL 
BULBO OLFATORIO DE LOS MACACOS 
PARKINSONIANOS 
La transmisión sináptica está alterada en las enfermedades neurodegenerativas. 
Existen estudios que demuestran que tras la degeneración específica de las neuronas 
que integran los núcleos dañados en una enfermedad, se produce una alteración en el 
número de sinapsis en las regiones diana que reciben las proyecciones desde estas 
neuronas (Calhoun et al. 1996). Nuestros resultados muestran, por primera vez, que 
la densidad de punta que expresan la proteína presináptica sinaptofisina está reducida 
en el bulbo olfatorio de Macaca fascicularis después del tratamiento con MPTP, 
sugiriendo que la actividad sináptica del bulbo olfatorio está alterada durante la 
enfermedad de Parkinson. Al analizar por separado la posible alteración de los 
circuitos excitadores (glutamatérgicos) e inhibidores (GABAérgicos), nuestros 
resultados demuestran que sólo los primeros están alterados como consecuencia del 
tratamiento con MPTP. 
Trabajos previos demuestran que la destrucción de la ruta nigroestriatal conlleva un 
desequilibrio entre los niveles de dopamina y los de glutamato en el estriado (Kötter 
1994; Starr 1995; Calabresi et al. 1997; Raju et al. 2008). Nuestros análisis para 
saber si existen alteraciones en los niveles glutamatérgicos del bulbo olfatorio, 
utilizando VGLUT 1 como marcador de elementos glutamatergicos, demuestran por 
primera vez que los circuitos excitadores del bulbo olfatorio de macaco sufren 
modificaciones tras el tratamiento con MPTP. Concretamente, la densidad de puncta 
positivos para VGLUT 1 se ve disminuida en el modelo parkinsoniano.  
Debemos considerar que, en el bulbo olfatorio, el conjunto de fibras glutamatérgicas 
marcadas (VGLUT 1-positivas) está formado por dos tipos de axones. Por una parte, 
están los axones de las células de proyección del propio bulbo olfatorio. Y por la otra, 
las aferencias glutamatérgicas que provienen de la corteza olfatoria. Aunque hemos 
podido marcar y, por lo tanto, analizar todos los circuitos glutamatérgicos del bulbo 
olfatorio, no somos capaces de discernir cuál es el origen de las fibras y puncta VGLUT 
1-positivos que analizamos. A pesar de ello, nuestros datos sí que permiten afirmar 
que, en general, la actividad glutamatérgica del bulbo olfatorio está disminuida en 
todas las capas estudiadas (GL, EPL y GCL), lo que podría explicar, al menos 
parcialmente, la disfunción olfativa que se observa en la enfermedad de Parkinson. 
Otras investigaciones demuestran que existen alteraciones significativas en el nivel de 
expresión de VGLUT 1 en el estriado, donde se emplea este marcador para estudiar 
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las aferencias glutamatérgicas procedentes de la corteza (Fujiyama et al. 2006; Raju 
et al. 2008). Estos trabajos muestran que en el núcleo estriado de macacos tratados 
con MPTP el número de terminales positivos para VGLUT 1 experimenta un aumento 
significativo con respecto a los controles. No obstante, el patrón de conectividad 
sináptica que presentan estas fibras se encuentra inalterado (Raju et al. 2008). 
Resultados similares se obtienen en el modelo de hemiparkinsonismo en rata, donde 
se han observado aumentos significativos en el nivel de expresión de VGLUT 1 en el 
estriado tres semanas después de la lesión. Luego, transcurridas doce semanas, los 
niveles disminuyen. Como vemos, estos estudios evidencian cambios en la trasmisión 
glutamatérgica del estriado que son dependientes del tiempo en este modelo 
experimental (Massie et al. 2010). Todos estos datos sugieren que, aunque el patrón 
de distribución y la conectividad sináptica de los botones que expresan VGLUT 1 no 
estén alterados en los modelos de Parkinson, sí existe una alteración en VGLUT 1. Por 
tanto, se demuestra que la destrucción de células dopaminérgicas en la SNpc conlleva 
alteraciones de los circuitos glutamatérgicos del estriado, lo cual es coherente con la 
asunción de que la actividad excesiva de los sistemas glutamatérgicos está 
relacionada con la patogénesis de la enfermedad de Parkinson (Greenamyre 1993; 
Blandini et al. 1996; Greenamyre 2001). Este desequilibrio del sistema glutamatérgio 
en el estriado podría explicar la sintomatología motora típica de la enfermedad. 
Aunque las alteraciones observadas en el núcleo estriado por otros autores y las 
observadas en el bulbo olfatorio en nuestro trabajo apunten en direcciones opuestas, 
observándose un aumento de la actividad glutamatérgica en el estriado y una 
disminución en el bulbo olfatorio de modelos animales de Parkinson, ambos hallazgos 
ofrecen datos neuroquímicos que amplían el conocimiento para poder explicar, aunque 
sólo sea parcialmente, parte de la sintomatología motora y la disfunción olfativa que 
aparecen en el trascurso de la enfermedad de Parkinson. 
En cuanto a la posible alteración de los circuitos inhibitorios del bulbo olfatorio tras el 
tratamiento con MPTP, nuestros datos demuestran que estos circuitos no sufren 
modificaciones significativas. Debemos considerar, al igual que ocurre en el caso de 
los circuitos excitadores, que cuando marcamos y analizamos los circuitos inhibidores 
del bulbo olfatorio con GAD65/67 no somos capaces de separar los dos grupos de 
elementos que integran estos circuitos según su origen. Por una parte, los circuitos 
inhibirtorios del bulbo olfatorio están constituidos por las interneuronas del bulbo 
olfatorio, es decir, por los elementos GABAérgicos intrínsecos del propio bulbo 
olfatorio. Y por la otra, también están constituidos por las aferencias GABAérgicas que 
inervan el bulbo olfatorio desde regiones subcorticales, concretamente desde la banda 
diagonal de Broca. 
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La literatura recoge trabajos que han demostrado alteraciones de los circuitos 
GABAérgicos en distintos modelos experimentales de la enfermedad de Parkinson, o 
en tejido procedente de autopsias de pacientes. Dichos estudios se han centrado 
principalmente en el análisis de regiones cerebrales como la corteza o los ganglios 
basales. En estos trabajos se describe, por lo general, un aumento de las células que 
expresan GAD67 en el globo pálido de macacos tratados con MPTP (Stephenson et al. 
2005), lo que coincide con los trabajos que muestran un aumento de los niveles de 
ARNm que codifica para GAD67 en el núcleo estriado y el globo pálido de ratas y 
macacos parkinsonianos (Soghomonian & Chesselet 1992; Soghomonian et al. 1994; 
Soghomonian & Laprade 1997). Siguiendo la misma línea, a nivel proteico también se 
han hallado aumentos significativos de la enzima GAD67 en el globo pálido de 
macacos parkinsonianos (Soares et al. 2004) y en el núcleo estriado de ratas 
hemiparkinsonianas, demostrando que dichos niveles proteicos influyen en la actividad 
neuronal de esta región (Horvath et al. 2011). Los resultados que se han obtenido de 
pacientes con Parkinson son más controvertidos y, en ocasiones, no son coherentes 
con los obtenidos en los modelos experimentales. Algunos estudios demuestran que 
los niveles de expresión de ARNm codificante para GAD67 por célula están 
disminuidos en el globo pálido externo, pero no en el interno. Y no se han encontrado 
diferencias en el número de neuronas que expresaban dicho ARNm (Nisbet et al. 
1996). En otros trabajos tampoco se hallaron diferencias ni en la densidad de células 
marcadas del globo pálido, ni en la intensidad del marcaje de las células que contienen 
ARNm que codifica para la enzima GAD67 en pacientes que habían recibido 
tratamiento con L-dopa (Herrero et al. 1996).  
Nuestros resultados no evidencian modificaciones en los circuitos GABAérgicos del 
bulbo olfatorio que puedan esclarecer el por qué de los síntomas olfatorios de la 
enfermedad. No obstante, debemos aclarar que nuestros análisis cuantitativos se 
basan en el recuento del número de puncta positivos para GAD 65/67. 
6.12 REDUCCIÓN DE LA EXPRESIÓN DE PSA-NCAM EN EL 
BULBO OLFATORIO TRAS EL TRATAMIENTO CON MPTP 
La utilización del marcador PSA-NCAM permite identificar neuroblastos en el cerebro 
adulto. En el bulbo olfatorio, las células que expresan PSA-NCAM son las procedentes 
de la actividad neurogénica que tiene lugar en la zona subventricular y llegan al bulbo 
olfatorio a través de la ruta migratoria rostral. Además de estar relacionada con 
procesos migratorios (Petridis et al. 2004), esta molécula de adhesión celular también 
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está implicada en procesos de plasticidad neuronal en el cerebro de mamíferos 
(Bonfanti 2006; Bonfanti & Nacher 2012). 
En el cerebro de macacos adultos, se ha demostrado la presencia de células que 
expresan PSA-NCAM en la zona subventricular anteroventral, donde se localizan 
grupos de neuroblastos en lo que se conoce como el inicio de la ruta migratoria 
rostral, a lo largo de toda esta ruta y en el propio bulbo olfatorio (Kornack & Rakic 
2001; Gil-Perotin et al. 2009; Sawamoto et al. 2011).  
Existen trabajos que estudian la neurogénesis adulta durante la enfermedad de 
Parkinson. Los estudios llevados a cabo en modelos animales por lesión tras el 
tratamiento con MPTP, tanto en ratón (Höglinger et al. 2004; Yamada et al. 2004) 
como en primates no humanos (Freundlieb et al. 2006), y que replican el déficit 
dopaminérgico nigroestriatal que se da en esta enfermedad neurodegenerativa, 
demuestran que existe una disminución de la neurogénesis en la zona subventricular, 
así como una disminución de las células granulares de nueva generación en el bulbo 
olfatorio.  
A pesar de la controversia que gira en torno a la influencia de la denervación 
dopaminérgica sobre la proliferación en la zona subventricular, parece estar 
generalmente aceptado que sí existe una disminución de la neurogenesis en el bulbo 
olfatorio tras la denervación dopaminérgica. No obstante, no se puede afirmar lo 
mismo en el caso de la segunda región neurogénica, el giro dentado del hipocampo, 
donde los resultados obtenidos son mucho más controvertidos (Marxreiter et al. 2013, 
para una revisión). 
Esta alteración de la neurogénesis adulta puede afectar al procesamiento de la 
información olfativa y, por tanto, al sentido del olfato. Para explicar esto se han 
postulado distintas hipótesis. Algunas proponen que las células de nueva generación 
pueden estar implicadas en el mantenimiento de la circuitería del bulbo olfatorio, en el 
procesamiento de la información o en los procesos de aprendizaje y memoria olfativa 
(Lazarini & Lledo 2011). Otras defienden que la reducción de la neurogénesis conduce 
a un aumento del número de células periglomerulares dopaminérgicas en el bulbo 
olfatorio, lo cual puede alterar la función de discriminación olfativa. O simplemente 
que la alteración crónica del aporte de células precursoras al bulbo olfatorio contribuye 
a la disfunción olfativa (Berendse et al. 2001). Aparte de todas estas posibles causas 
que pueden explicar la afección olfativa que aparece en la enfermedad de Parkinson, 
faltan estudios que analicen lo que ocurre con las células de nueva generación que 
logran alcanzar el bulbo olfatorio. 
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Los resultados de nuestro trabajo demuestran que existe una disminución significativa 
de la densidad de puncta positivos para PSA-NCAM en la GCL del bulbo olfatorio de 
macacos parkinsonianos. Todo ello está en consonancia con los datos de estudios 
previos, ya que como consecuencia del poder regulador que ejerce la dopamina sobre 
la proliferación celular de la zona subventricular del cerebro adulto (Baker et al. 2004; 
Coronas et al. 2004; Höglinger et al. 2004; Winner et al. 2006), se ha demostrado 
que la depleción dopaminérgica conlleva una disminución de la actividad proliferativa 
en esta zona, junto con una disminución del número de neuroblastos que expresan 
PSA-NCAM (Freundlieb et al. 2006).  
Nuestros datos son coherentes con la hipótesis de que una disminución crónica del 
aporte de células de nueva generación al bulbo olfatorio podría explicar, al menos 
parcialmente, la disfunción olfativa que se observa en la enfermedad de Parkinson 
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1. La estructura neuroanatómica, la organización neuroquímica y la conectividad 
sináptica de los circuitos neuronales del bulbo olfatorio de macaco (Macaca 
fascicularis) son muy similares, en términos generales, a las del bulbo olfatorio de 
roedores. 
2. Globalmente, existe una conservación filogenética de la organización de los 
circuitos neuronales del bulbo olfatorio cuando comparamos mamíferos 
macrosmáticos y mamíferos microsmáticos. 
3. Las aferencias subcorticales colinérgicas y noradrenérgicas que recibe el bulbo 
olfatorio de macaco presentan un patrón de distribución idéntico al que se observa 
en el bulbo olfatorio de roedores.  
4. Por el contrario, la organización de las aferencias serotoninérgicas que recibe el 
bulbo olfatorio difiere entre macacos y roedores. En los primeros, las fibras 
serotoninérgicas se localizan principalmente en la capa de las células granulares, 
mientras que en los segundos lo hacen en la capa de los glomérulos olfatorios. 
5. El tratamiento neurotóxico con MPTP no altera el patrón de distribución, ni la 
conectividad sináptica que presentan los sistemas de modulación subcorticales 
colinérgico, serotoninérgico y noradrenérgico en el bulbo olfatorio de macaco. 
6. Las poblaciones de células periglomerulares, neuroquímicamente definidas por la 
expresión de calretinina, calbindina y la isoforma neuronal de la sintasa del óxido 
nítrico, no sufren alteraciones cuantitativas como consecuencia de la intoxicación 
con MPTP. 
7. La transmisión sináptica del bulbo olfatorio del macaco se encuentra 
significativamente alterada tras el tratamiento con la neurotoxina MPTP, tal y como 
evidencia la disminución de la expresión de sinaptofisina en los macacos 
parkinsonianos. 
8. La reducción de la expresión del transportador vesicular de glutamato 1 en los 
macacos parkinsonianos, pone de manifiesto que existe una alteración de los 
circuitos glutamatérgicos en el bulbo olfatorio de Macaca fascicularis como 
consecuencia del tratamiento con MPTP. 
9. Por el contrario, los circuitos inhibitorios del bulbo olfatorio de macaco no se 
encuentran significativamente alterados como resultado del tratamiento con MPTP. 
10. El tratamiento con MPTP induce una reducción en la expresión de la molécula 
relacionada con la plasticidad neuronal PSA-NCAM, en el bulbo olfatorio de los 
macacos.  





























	   221	  
1. In general, the neuroanatomical structure, the neurochemical organization and 
the synaptic connectivity of the bulbar circuitry of macaque (Macaca fascicularis) 
are similar to those described in rodents. 
2. Generally, the organization of the neuronal circuits in the olfactory bulb is 
phylogenetically preserved when macrosmatic mammals and microsmatic 
mammals are compared.  
3. The distribution patterns of cholinergic and noradrenergic inputs throughout the 
olfactory bulb of macaque are exactly the same as those found in the olfactory 
bulb of rodents. 
4. On the contrary, the pattern of distribution of serotonergic fibers in the olfactory 
bulb of the macaque is different from that described in the rat. In the former, 
most of the serotonergic axons are found in the granular cell layer, while in the 
latter, serotonergic inputs are mainly located in the glomerular layer. 
5. MPTP treatment in monkeys does not modify the distribution pattern of subcortical 
inputs, which include colinergic, serotonergic and noradrenergic afferences. 
Moreover, their synaptic connectivity is not affected by the MPTP treatment either. 
6. MPTP treatment does not induce any change in the number of periglomerular cells 
expressing calbindin, calretinin nor the neuronal isoform of the nitric oxide 
synthase in the olfactory bulb of monkey. 
7. The expression of synaptophysin is significantly reduced in the olfactory bulb of 
MPTP-treated monkeys. Therefore, the neurotoxin MPTP promotes a decrease in 
the synaptic transmission. 
8. MPTP induces a decrease in the density of puncta expressing vesicular glutamate 
transporter type 1 in the olfactory bulb of monkey. Therfore, this neurotoxin alters 
the glutamatergic circuitry in the olfactory bulb. 
9. On the contrary, the bulbar GABAergic circuits are not modified by MPTP 
treatment in monkeys. 
10. In the olfactory bulb, MPTP treatment produces a decrease in the expression of 
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9.1 TINCIÓN DE NISSL CON VIOLETA DE CRESILO 
1 
Montar las secciones sobre portaobjetos gelatinizados en PB  25ºC 
2 Dejar secar al aire  25ºC 
3 Etanol 100º 10’ 25ºC 
4 Deslipidación: Xilol 30’ 25ºC 
5 Etanol 100º 10’ 25ºC 
6 Etanol 96º 5’ 25ºC 
7 Etanol 70º 5’ 25ºC 
8 Agua destilada (H2Od)  25ºC 
9 Teñir con violeta de cresilo  10’ 25ºC 
10 Lavar con H2O   
11 Diferenciar con Etanol de 96º  10’ 25ºC 
12 Etanol 100º I 10’ 25ºC 
13 Etanol 100º II 10’ 25ºC 
14 Xilol I 10’ 25ºC 
15 Xilol II 10’ 25ºC 
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9.2 DETECCIÓN HISTOQUÍMICA DE LA ACTIVIDAD 
ENZIMÁTICA NADPH-DIAFORASA 
1 Lavados con Tris-HCl 0.1M pH 8.0 3x15’ 25ºC 
2 
Incubación con la solución compuesta por: NBT, β-NADPH y triton 




3 Detener reacción: Lavados con Tris-HCl 0.1M pH 8.0 3x15’ 25ºC 
4 
Montaje de las secciones sobre portaobjetos gelatinizados.  
Secar al aire 
 25ºC 
5 Etanol 70º 2’ 25ºC 
6 Etanol 96º 2’ 25ºC 
7 Etanol 100º I 2’ 25ºC 
8 Etanol 100º II 2’ 25ºC 
9 Xilol I 2’ 25ºC 
10 Xilol II 2’ 25ºC 












	   259	  
9.3 INMUNOHISTOQUÍMICA CON EL MÉTODO DE LA AVIDINA-
BIOTINA PEROXIDASA (ABC) PARA MICROSCOPÍA ÓPTICA 
1 Lavados con PB 3x5’ 25ºC 
2 
Incubación con NaH4B al 1% en PB  
(Tejido fijado con glutaraldehído) 
20’ 25ºC 
3 Lavados con PB 3x5’ 25ºC 
4 Incubación con H2O2 al 3% 10’ 25ºC 
5 Lavados con PB 3x5’ 25ºC 
6 Incubación con la solución de bloqueo 60’ 25ºC 
7 
Incubación con la solución que contiene el anticuerpo 
primario diluido 
24h/48h 25º/4ºC 
8 Lavados con PB 3x10’ 25ºC 
9 
Incubación con el anticuerpo secundario biotinilado diluido 
1:200 en PB 
2h 25ºC 
10 Lavados con PB 3x10’ 25ºC 
11 Incubación con el complejo ABC diluido 1:200 en PB 2h 25ºC 
12 Lavados con PB 3x10’ 25ºC 
13 Revelado con DAB al 0.05% y H2O2 al 0.003% en PB 5-15’ 25ºC 
14 Lavados con PB 4x10’ 25ºC 
15 
Postfijación de lípidos e intensificación de DAB con 
tetraóxido de osmio al 1% y glucosa al 7% en condiciones 
de oscuridad 
40’ 25ºC 
16 Lavados con PB 3x5’ 25ºC 
17 Etanol 70º 10’ 25ºC 
18 Etanol 96º 10’ 25ºC 
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19 Etanol 100º I 10’ 25ºC 
20 Etanol 100º II 10’ 25ºC 
21 Óxido de propileno I 8’ 25ºC 
22 Óxido de propileno II 8’ 25ºC 
23 Infiltración en Durcupan 24h 25ºC 
24 Montaje de las secciones en plano   
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9.4 INMUNOHISTOQUÍMICA CON EL MÉTODO DE LA AVIDINA-
BIOTINA PEROXIDASA (ABC) PARA MICROSCOPÍA 
ELECTRÓNICA 
1 Lavados con PB 3x5’ 4ºC 
2 
Incubación NaH4B al 1% en PB  
(Tejido fijado con glutaraldehído) 
20’ 25ºC 
3 Lavados con PB 3x5’ 4ºC 
4 Incubación con H2O2 al 3% 10’ 25ºC 
5 Lavados con PB 3x5’ 4ºC 
6 Incubación con la solución crioprotectora 20’ 25ºC 
7 
3 ciclos de rápida congelación-descongelación con vapores de 
nitrógeno líquido 
  
8 Lavados con PB 3x5’ 4ºC 
9 Incubación con la solución de bloqueo 60’ 25ºC 
10 
Incubación con la solución que contiene el anticuerpo primario 
diluido 
48h 4ºC 
11 Lavados con PB 3x10’ 4ºC 
12 
Incubación con el anticuerpo secundario biotinilado diluido 1:200 
en PB 
2h 25ºC 
13 Lavados con PB 3x10’ 4ºC 
14 Incubación con el complejo ABC diluido 1:200 en PB 2h 25ºC 
15 Lavados con PB  3x10’ 4ºC 
16 Revelado con DAB al 0.05% y H2O2 al 0.003% en PB 5-15’ 25ºC 
17 Lavados con PB 4x10’ 4ºC 
18 
Postfijación de lípidos e intensificación de la DAB con tetraóxido de 
osmio al 1% y glucosa al 7% en condiciones de oscuridad 
40’ 25ºC 
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19 Lavados con PB  3x5’ 4ºC 
20 
Lavados con la solución de lavado  
(Maleato-Acetato de Uranilo) 
2x15’ 4ºC 
21 
Incubación con la solución de coloración (Maleato-Acetato de 
Uranilo) en condiciones de oscuridad 
90’ 4ºC 
22 
Lavados con la solución de lavado  
(Maleato-Acetato de Uranilo) 
3x10’ 4ºC 
23 Etanol 70º 10’ 4ºC 
24 Etanol 96º 10’ 4ºC 
25 Etanol 100º I 10’ 4ºC 
26 Etanol 100º II 10’ 4ºC 
27 Etanol 100º con sulfato cúprico I 10’ 25ºC 
28 Etanol 100º con sulfato cúprico II 10’ 25ºC 
29 Óxido de propileno I 8’ 25ºC 
30 Óxido de propileno II 8’ 25ºC 
31 Infiltración en Durcupan 24h 25ºC 
32 Montaje de las secciones en plano   
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9.5 TÉCNICAS INMUNOHISTOQUÍMICAS CON FLUORESCENCIA  
1 Lavados con PBS 3x10’ 25ºC 
2 
Desenmascaramiento de epítopos (♦): 
Incubación con tampón citrato pH 6 
1’ 100ºC 
3 Lavados con PBS 3x10’ 25ºC 
4 Incubación con la solución de bloqueo 60’ 25ºC 
5 
Incubación con la solución que contiene el anticuerpo 
primario diluido 
24h/48h 25º/4ºC 
6 Lavados con PBS  3x10’ 25ºC 
7 
Incubación con la solución que contiene el anticuerpo 
secundario diluido 1:200 en condiciones de oscuridad 
2h 25ºC 
8 Lavados con PBS en condiciones de oscuridad 3x10’ 25ºC 
9 Lavados con PB en condiciones de oscuridad 1x10’ 25ºC 
10 
Montaje de las secciones sobre portaobjetos gelatinizados 
utilizando el medio de montaje DaKoCytomation en 
condiciones de oscuridad 
 25ºC 
 
 (♦):Desenmascaramiento de epítopos: Sólo es necesario cuando utilizamos el 
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9.6 DETECCIÓN INMUNOCITOQUÍMICA DOBLE CON DAB/DAB-
NIQUEL PARA MICROSCOPÍA ÓPTICA 
1 Lavados con PB 3x5’ 25ºC 
2 
Incubación con NaH4B al 1% en PB  
(Tejido fijado con glutaraldehído) 
20’ 25ºC 
3 Lavados con PB 3x10’ 25ºC 
4 Incubación con H2O2 al 3% 10’ 25ºC 
5 Lavados con PB  3x5’ 25ºC 
6 Incubación con la solución de bloqueo 60’ 25ºC 
7 
Incubación con la solución que contiene diluido el primer 
anticuerpo primario  
24h 25ºC 
8 Lavados con PB  3x10’ 25ºC 
9 
Incubación con el primer anticuerpo secundario biotinilado diluido 
1:200 en PB 
2h 25ºC 
10 Lavados con PB  3x10’ 25ºC 
11 Incubación con el complejo ABC diluido 1:200 en PB 2h 25ºC 
12 Lavados con PB  3x10’ 25ºC 
13 
Primer revelado con la solución de DAB-Ni al 0.03% y H2O2 al 
0.003% en PB 
2-20’ 25ºC 
14 
Lavados con PB y azida sódica al 0.05%, para detener la actividad 
peroxidasa 
  
15 Lavados con PB  3x10’ 25ºC 
16 
Incubación con la solución que contiene el segundo anticuerpo 
primario diluido  
24h 25ºC 
17 Lavados con PB  3x10’ 25ºC 
18 Incubación con el segundo anticuerpo secundario biotinilado 2h 25ºC 
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diluido 1:200 en PB 
19 Lavados con PB  3x10’ 25ºC 
20 Incubación con el complejo ABC diluido 1:200 en PB 2h 25ºC 
21 Lavados con PB  3x10’ 25ºC 
22 Revelado con DAB al 0.05% y H2O2 al 0.003% en PB 5-15’ 25ºC 
23 Lavados con PB  3x10’ 25ºC 
24 Etanol 70º 10’ 25ºC 
25 Etanol 96º 10’ 25ºC 
26 Etanol 100º I 10’ 25ºC 
27 Etanol 100º II 10’ 25ºC 
28 Óxido de propileno I 8’ 25ºC 
29 Óxido de propileno II 8’ 25ºC 
30 Infiltración en Durcupan 24h 25ºC 
31 Montaje de las secciones en plano   
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9.7 INMUNOCITOQUÍMICA DOBLE CON EL MÉTODO ABC EN 
PREINCLUSIÓN Y CON ORO COLOIDAL EN POSTINCLUSIÓN 
PARA MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA 
A continuación detallamos solamente el protocolo que se utilizó para la detección 
inmunocitoquímica de GABA en posticlusión con oro coloidal. El protocolo de la técnica 
inmunocitoquímica con ABC en preinclusión ya ha sido detallado en el protocolo 9.4. 
 
1 Incubación con ácido periódico al 1% en H2Od Filtrado 10’ 25ºC 
2 Lavados con H2Od Filtrado 3x3’ 25ºC 
3 Secado de las rejillas con papel de filtro    
4 Incubación con metaperyodato sódico al 2% Filtrado 15’ 25ºC 
5 Lavados con H2Od Filtrado 3x3’ 25ºC 
6 Lavados con TBS Filtrado 3’ 25ºC 
7 
Incubación con la solución de bloqueo 
(Ovoalbúmina al 1% en TBS) 
Filtrado(x2) 30’ 25ºC 
8 Lavados con TBS  Filtrado 2x10’ 25ºC 
9 Secado de las rejillas con papel de filtro    
10 
Incubación con el anticuerpo primario (anti-GABA) 
diluido 1:2500 en TBS con NGS al 1%  
NO filtrado 24h 4ºC 
11 Lavados con TBS Filtrado 2x10’ 25ºC 
12 
Incubación con el anticuerpo secundario conjugado 
con oro coloidal (10nm) diluido 1:15 en TB con BSA 
al 1% y Tween-20 al 0.5% en condiciones de 
oscuridad 
NO filtrado 2h 25ºC 
13 Lavados con PBS Filtrado 4x8’ 25ºC 
14 Incubación con glutaraldehído al 2% en PBS    
15 Lavados con H2Od Filtrado 4x2’ 25ºC 
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16 
Ampliación del oro (Mezclar: 2 partes de la 
solución A y 1 parte de la solución B) Incubación 





17 Lavados con H2Od Filtrado 4x2’ 25ºC 
18 
Contrastado de las rejillas con acetato de uranilo 
(solución saturada en H2Od) en condiciones de 
oscuridad 
Filtrado 45’ 25ºC 
19 Lavados con H2Od Filtrado 4x2’ 25ºC 
20 
Contrastar con citrato de plomo  
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9.8 MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA ESTÁNDAR  
1 Lavados con PB 3x5’ 4ºC 
2 




Incubación con tetraóxido de osmio al 2% en PB y condiciones de 
oscuridad 
1h 4ºC 
4 Lavados con PB 3x5’ 4ºC 
5 
Lavados con la solución de lavado  
(Maleato-Acetato de Uranilo) 
2x15’ 4ºC 
6 
Incubación con la solución de coloración  
(Maleato-Acetato de Uranilo) en condiciones de oscuridad 
90’ 4ºC 
7 
Lavados con las solución de lavado  
(Maleato-Acetato de Uranilo) 
3x10’ 4ºC 
8 Etanol 70º 10’ 4ºC 
9 Etanol 96º 10’ 4ºC 
10 Etanol 100º I 10’ 4ºC 
11 Etanol 100º II 10’ 4ºC 
12 Etanol 100º con sulfato cúprico I 10’ 25ºC 
13 Etanol 100º con sulfato cúprico II 10’ 25ºC 
14 Óxido de propileno I 8’ 25ºC 
15 Óxido de propileno II 8’ 25ºC 
16 Infiltración en Durcupan 24h 25ºC 
17 Montaje de las secciones en plano    
18 Polimerización de la resina 24h 60ºC 
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HYDROXYLASE-CONTAINING INTERNEURONS IN THE EXTERNAL
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E-46100 Burjassot, SpainAbstract—The olfactory bulb (OB) of mammals contains the
major endogenous dopamine-producing system in the fore-
brain. The vast majority of dopaminergic neurons consists
of juxtaglomerular cells, which innervate the olfactory
glomeruli and modulate the entrance of sensory information
to the OB. Although dopaminergic juxtaglomerular cells
have been widely investigated, the presence of dopaminer-
gic interneurons other than juxtaglomerular cells has been
largely unexplored. In this study, we analyze a population
of tyrosine hydroxylase (TH)-containing interneurons
located in the external plexiform layer (EPL) of the rat OB.
These interneurons are GABAergic and morphologically
heterogeneous. They have an axon and two to four den-
drites running throughout the EPL. Frequently, they have
appendages similar to spines in the dendrites and, some-
times, the distal portions of the dendritic branches show
enlargements or swellings similar to varicosities. Contrary
to other interneurons of the EPL, the TH-containing ones
do not form dendro-dendritic synapses on principal cells
and do not receive dendro-dendritic synapses from them.
In fact, no synapses were found from the dendrites of these
interneurons. When their dendrites are involved in synaptic
contacts, they are always the postsynaptic element. They
receive symmetrical and asymmetrical synapses from
GABAergic and non-GABAergic axons of unidentiﬁed
origin. Our data indicate that the local circuits of the EPL
are more complex than previously thought. Although
most of the interneurons of this layer establish dendro-
dendritic synaptic relationships with principal cells, the
TH-containing interneurons constitute an exception to this
rule, resembling interneurons from other cortical areas.
 2012 IBRO. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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The olfactory bulb (OB) of mammals contains an abun-
dant population of interneurons that expresses tyrosine
hydroxylase (TH), the rate-limiting enzyme in catechol-
amine biosynthesis, and is dopaminergic (Ho¨kfelt et al.,
1975, 1977; Hala´sz et al., 1981; Davis and Macrides,
1983). Most of these cells have been classiﬁed as juxta-
glomerular cells since their cell bodies surround the olfac-
tory glomeruli and their dendrites innervate the glomerular
neuropil (Hala´sz et al., 1981; Baker et al., 1983). Inside
the olfactory glomeruli, the TH-containing juxtaglomerular
cells receive axo-dendritic synapses from the terminals of
the olfactory nerve and establish dendro-dendritic synap-
tic contacts with principal cells (Toida et al., 2000). The
dendro-dendritic synapses include symmetrical synaptic
contacts from the TH-containing interneurons on principal
cells and, in turn, asymmetrical synaptic contacts from
principal cells on the TH-containing interneurons. A recent
paper by Kosaka and Kosaka (2008a) demonstrates that
TH-positive juxtaglomerular cells are the main source of
interglomerular connections in the OB. Moreover, Kiyok-
age et al. (2010) identify at least two types of TH-contain-
ing juxtaglomerular cells on the bases of their
interglomerular connections.
Although most of the investigations concerning the
dopaminergic circuits of the OB have focused their atten-
tion on the TH-containing juxtaglomerular cells, this brain
area contains other populations of TH-containing inter-
neurons, which occupy ‘extraglomerular’ locations.
Among them, there is a population composed of cells
that are located in the external plexiform layer (EPL)
and extend their dendrites in this stratum (Davis and
Macrides, 1983; Baker, 1986; Gall et al., 1987; Kosaka
et al., 1991; Hoogland and Huisman, 1999; Jeong
et al., 2003; Go´mez et al., 2007; Choi et al., 2010). To
date, there is neither a detailed characterization of the
TH-containing interneurons of the EPL nor an analysis
of their synaptic connectivity. Previous reports have iden-
tiﬁed other populations of interneurons in the EPL of the
OB of mammals. The most abundant population is com-
posed of GABAergic cells, which express the calcium-
binding protein parvalbumin (PV) (Kosaka et al., 1994).
These interneurons form dendro-dendritic and dendro-
somatic symmetrical synaptic contacts on principal cells
and receive dendro-dendritic and somato-dendritic asym-
metrical synaptic contacts from principal cells (Toida
et al., 1994, 1996; Crespo et al., 2001). Although the
PV-containing interneurons of the EPL have beend.
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in the bibliography about the population of TH-containing
cells located in this layer. At present, it is unknown
whether the TH-containing interneurons of the EPL
establish dendro-dendritic synaptic relationships with
the principal cells as the PV-containing ones do. A recent
article has analyzed the electrophysiological properties of
some TH-containing cells in the EPL of the mouse OB
(Pignatelli et al., 2009). On the basis of their recordings,
these authors hypothesize that the population of
TH-containing interneurons of this layer could be com-
posed of immature adult-generated neurons committed
to become dopaminergic cells but not yet entirely diﬀer-
entiated. They propose that the TH-containing interneu-
rons of the EPL could constitute a reservoir of
immature neurons for the replacement of the dopaminer-
gic juxtaglomerular cells. However, the morphological
features of some TH-containing interneurons of the
EPL, as shown in previous articles (Davis and Macrides,
1983; Gall et al., 1987; Go´mez et al., 2007), do not
correspond to the typical morphology of immature cells.
Whatever the case, a detailed analysis of these interneu-
rons and their connectivity is needed in order to locate
them in the scheme of the local circuitry of the OB.
Our aim in this study was to gain insights into this pop-
ulation of cells. Taking advantage of immunocytochemical
techniques and electron microscopy, we have analyzed
their morphological, neurochemical and ultrastructural
features. We have also investigated some aspects of their
synaptic relationships, comparing them with other inter-
neurons of the EPL.EXPERIMENTAL PROCEDURES
Twelve four-month-old male Wistar rats (body weight ranged
from 325 to 450 g) were deeply anesthetized with 4% chloral hy-
drate in physiological saline (1 mL/100 g body weight) and intra-
aortically perfused with saline followed by ﬁxative solution. Six
rats were ﬁxed with 4% (w/v) paraformaldehyde and 15%
(w/v) saturated picric acid solution in 0.1 M phosphate buﬀer,
pH 7.4 (PB). The remaining animals were perfused with the same
ﬁxative solution additionally containing 0.5% (w/v) glutaralde-
hyde. All the procedures were in accordance with the guidelines
of the European Parliament and the Council of the European
Union (Directive 2010/63/EU) and conformed to Spanish law
for the use and care for animals (Real Decreto 1201/2005). After
perfusion, the brains were extracted and 60-lm-thick coronal,
parasagittal or horizontal sections from the OB were cut on a
vibratome.Immunocytochemical detection of TH for light and
electron microscopy
Sections from the animals ﬁxed with the ﬁxative that contained
glutaraldehyde were treated with 1% NaBH4 in PB for 20 min
and afterward rinsed in PB. Then, they were cryoprotected by
overnight immersion in a mixture of 25% sucrose and 10% glyc-
erol in 0.05 M PB and freeze–thawed three times with liquid nitro-
gen in order to enhance antibody penetration. Thereafter, they
were processed for TH-immunocytochemistry. The stained sec-
tions were examined under the light microscope and, further,
re-examined under the electron microscope. Sections from the
animals ﬁxed with the ﬁxative that did not contain glutaraldehyde
were treated with 0.1% Triton X-100 instead of freeze–thawing toallow the penetration of antibodies. Thereafter, they were pro-
cessed for TH-immunocytochemistry. These sections were ana-
lyzed under the light microscope, but they were not used for
electron microscopy.
The detection of TH was made using the avidin–biotin–perox-
idase (ABC) method. The immunocytochemistry was conducted
as follows. Sections were sequentially incubated with: (A) block-
ing solution containing 10% normal goat serum (NGS) in PB, for
45 min at room temperature. (B) Mouse anti-TH antibody (Milli-
pore, #MAB318) diluted 1:1000 in PB containing 1% NGS and
0.05% sodium azide, for 48 h at 4 C. (C) Biotinylated goat anti-
mouse IgG (Vector Labs.) diluted 1:200 in PB, for 2 h at room
temperature. (D) Avidin–biotinylated horseradish peroxidase
complex (ABC; Vector Labs.) diluted 1:200 in PB, for 2 h at room
temperature. Then, the peroxidase reaction was developed using
0.05% 3,3-diaminibenzidine tetrahydrochloride (DAB) and
0.003% hydrogen peroxide in PB, for 5 min at room temperature.
Sections were carefully rinsed in PB after each step. After immu-
nocytochemistry, sections were treated with 1% osmium tetrox-
ide and 7% glucose in PB for 45 min at room temperature.
Finally, sections destined to electron microscopy were stained
with 1% uranyl acetate in maleate buﬀer, pH 6. All sections were
dehydrated through graded ethanol series, cleared in propylene
oxide and ﬂat-embedded in Durcupan between slides and cover-
slips. Durcupan was polymerized overnight at 60 C.
Flat-embedded sections were examined under the light
microscope. Then, selected sections from animals perfused with
glutaraldehyde ﬁxative containing TH-immunopositive elements
were re-embedded in Durcupan. This material was cut into an
ultramicrotome and serial 60 nm-thick ultrathin sections were ob-
tained and mounted on Formvar-coated single-slot grids. The
ultrathin sections were stained with lead citrate (Reynolds solu-
tion as previously described (Reynolds, 1963)) and examined un-
der the electron microscope (Jeol, JEM-1010).
Post-embedding immunogold staining for GABA
In some ultrathin sections, pre-embedding immunocytochemical
detection of TH was combined with post-embedding immunogold
detection of GABA. We conducted that technique according to
Somogyi and Hodgson (1985) with variations as previously re-
ported (Crespo et al., 2000). All steps were carried out on drop-
lets of diﬀerent solutions inside humid Petri dishes at room
temperature, as follows: (A) 1% periodic acid in distilled water
for 10 min; washing in distilled water (3  3 min). (B) 2% Sodium
metaperiodate in distilled water for 15 min; washing ﬁrst in dis-
tilled water (3  3 min) and then in 0.05 M Tris–HCl buﬀer saline
(TBS) pH 7.4 (1  3 min). (C) Blocking solution containing 1% bo-
vine serum albumin (BSA) in TBS for 30 min; washing in TBS
(2  10 min). (D) Rabbit anti-GABA serum (Sigma, #A2052;
1:2500 in 1% NGS in TBS) overnight at 4 C; washing in TBS
for 10 min. (E) 1% BSA and 0.05% Tween 20 in 0.05 M Tris–
HCl buﬀer (TB) pH 7.4 for 10 min. (F) Goat anti-rabbit IgG-coated
10-nm colloidal gold (Sigma; 1:15 in TB containing 1% BSA and
0.05% Tween 20) for 2 h at room temperature; washing in PB
(4  5 min). (G) 2% glutaraldehyde in PB for 2 min; washing in
distilled water (4  5 min). (H) Silver enhancement of the gold
particles for 1 min in a solution containing 14% acacia gum,
1.7% hydroquinone, 0.08% silver nitrate, 2.4% citric acid and
2.3% trisodium citrate; washing in distilled water (4  5 min). (I)
Staining with saturated uranyl acetate for 40 min; washing in dis-
tilled water. (J) Staining with lead citrate (Reynolds solution as
previously described (Reynolds, 1963)) for 12 min; washing in
distilled water and then dried.
Colocalization of TH with PV and GAD 67
To identify and characterize the TH-immunopositive elements in
the EPL, we studied the colocalization of TH with PV and glu-
tamic acid decarboxylase (GAD 67) using double-immunoﬂuo-
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animals perfused with ﬁxative without glutaraldehyde. The free-
ﬂoating sections were incubated in blocking solution containing
10% normal donkey serum (NDS) and 0.1% Triton X-100, for
45 min at room temperature. Then, the sections were incubated
in a mixture of primary antibodies diluted in PB containing 1%
NDS, 0.1% Triton X-100 and 0.05% sodium azide, for 24 h at
room temperature. The mixture of primary antibodies was made
of mouse anti-TH IgG (Millipore, #MAB318) and rabbit anti-PV
IgG (Swant #PV-28) or rabbit anti-TH IgG (Millipore #AB152)
and mouse anti-GAD 67 IgG (Millipore, #MAB5406). The concen-
trations of the primary antibodies in the mixture were: mouse anti-
TH IgG 1:1000, rabbit anti-TH IgG 1:1000, rabbit anti-PV IgG
1:5000 and mouse anti-GAD 67 IgG 1:1000. Later, the sections
were rinsed in PB and incubated for 2 h at room temperature in
a mixture of secondary antibodies diluted in PB as follows: Alexa
488-conjugated donkey anti-mouse IgG (Molecular Probes;
1:200 in the mixture) and Alexa 555-conjugated donkey anti-rab-
bit IgG (Molecular Probes; 1:200 in the mixture). After each step,
the sections were carefully washed in PB. Finally, sections were
mounted on gelatin-coated slides with an anti-fading medium
(Fluorescent Mounting Medium, Dako, Sant Just Desvern,
Barcelona) and stored in dark conditions. Sections were
analyzed under a confocal microscope (Leica TCS-SPE).
For estimating the number of the TH-containing interneurons
of the EPL in comparison to the number of the PV-containing
ones, six TH/PV-double stained sections were selected from
the six animals used in these experiments. The sections were
chosen at diﬀerent rostro-caudal levels. From each section, two
visual ﬁelds were randomly selected using the 20 objective.
Then, the number of TH- and the number of PV-containing inter-
neurons were counted in these ﬁelds.Fig. 1. Semi-panoramic view of the olfactory bulb in coronal (A) and
parasagittal (B) sections after TH-immunohistochemistry. The vast
majority of TH-containing interneurons are juxtaglomerular cells,
which are located in the glomerular layer (GL). The external plexiform
layer (EPL) also contains a population of TH-immunopositive inter-
neurons (arrows), which do not innervate the olfactory glomeruli.
EPL, external plexiform layer; GCL, granule cell layer; GL, glomerular
layer; IPL, internal plexiform layer; MCL, mitral cell layer. Scale
bars = 50 lm. Abbreviations used in the ﬁgures: ax, axonal buttons.RESULTS
A high number of TH-containing interneurons appeared in
the EPL of the rat OB after TH-immunohistochemistry
(Fig. 1). The distribution of these cells was homogeneous
throughout the layer and identical when compared with
the dorsal medial, ventral medial, ventral lateral and dor-
sal lateral quadrants of the OB. In addition, the density
of positive elements did not vary from rostral to caudal
levels. Some TH-containing interneurons were excluded
from this study in spite of being located in the EPL. The
reason is that they belonged to cell types normally located
in other layers. For example, many of the TH-containing
interneurons that appeared in the most superﬁcial part
of the EPL directed their dendrites toward the olfactory
glomeruli, innervated the glomerular neuropil and were
morphologically identical to the juxtaglomerular cells pre-
viously described in the glomerular layer (GL). These cells
have been considered to be displaced juxtaglomerular
cells in previous reports (Kosaka and Kosaka, 2011)
and were not included in our analysis (see the cells
pointed out by open arrows in Fig. 3C, F). In addition, a
few TH-containing small cells located in the deepest
EPL were identical to those previously described in the
most superﬁcial part of the granule cell layer, in the inter-
nal plexiform layer (IPL) and in the mitral cell layer (MCL).
There is controversy about the nature of these cells.
Although they have been considered ‘‘external granule
cells’’ by some authors, recent investigations seem to
indicate that they could be migrating cells directed toward
the periglomerular region of the GL (Baker et al., 2001;
Saino-Saito et al., 2004; Pignatelli et al., 2009). Whatever
the case, these cells have not been considered interneu-rons of the EPL and they have also been excluded from
this study (see the cells pointed out by open arrows in
Fig. 4B, C).
Morphological and neurochemical characterization of
the TH-containing interneurons of the EPL
Morphologically, the TH-containing interneurons located
in the EPL constituted a heterogeneous population of
cells (Figs. 1–3). Most of them had medium-sized cell
bodies, ranging from 10 to 15 lm in diameter, with either
round, oval, piriform or fusiform morphologies. Two to four
dendrites arose from the cell body and ran in all directions
throughout the EPL, where they branched profusely
(Fig. 3). In a few cells, the distal portions of the dendrites
were found to cross the MCL reaching the IPL (Fig. 4).
Appendages similar to spines or gemmules in their den-
drites were frequently found (Fig. 5). Stubby spines were
intermingled with spines that showed long and thin pedi-
cles (Fig. 5E–I). Sometimes, the distal portions of the den-
dritic branches showed enlargements or swellings similar
to varicosities (Fig. 5J). It was also frequent to ﬁnd an
axon emerging from the soma or the proximal portion of
a dendrite (Fig. 6). In some cases, the axons were direc-
ted toward deep portions of the EPL (Fig. 6A, B) but in
Fig. 2. Camera lucida drawings of the TH-containing interneurons of the EPL in parasagittal (A) and horizontal (B) sections. Note the morphological
heterogeneity of these cells. The TH-containing juxtaglomerular cells have not been included in the drawing. Circles in the glomerular layer
represent the olfactory glomeruli and pentagons in the mitral cell layer represent the somata of mitral cells. EPL, external plexiform layer; GCL,
granule cell layer; GL, glomerular layer; IPL, internal plexiform layer; MCL, mitral cell layer. Scale bar = 50 lm.
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(Fig. 6C–E). Unfortunately, the axons could not be fol-
lowed for long distances and, therefore, neither their pro-
jection ﬁelds nor their synaptic targets could be identiﬁed.
The neurochemical analysis of this population of TH-
containing interneurons demonstrated that they did not
express the calcium-binding protein PV (Fig. 7A, B). This
result is in close agreement with previous observations by
Go´mez et al. (2007) indicating that the PV-containing
interneurons and the TH-containing ones constitute two
separate populations of cells in the EPL. The number of
the TH-containing interneurons in the EPL is much
smaller than the number of the PV-containing ones. From
694 interneurons analyzed in this layer, 614 were PV-
immunopositive (88.5%) and 80 were TH-immunopositive
(11.5%).
All the TH-containing interneurons of the EPL con-
tained the enzyme for the synthesis of GABA GAD 67
(Fig. 7C, D). Therefore, these cells are GABAergic.Ultrastructural analysis of the TH-containing
interneurons of the EPL
The TH-containing interneurons showed relatively pale
nuclei, which were indented by long portions of cyto-
plasm. The cytoplasms contained mitochondria, Golgiapparatus, endoplasmic reticulum and other organelles,
but the dense DAB precipitate ﬁlling the immunopositive
cells did not allow us to make a detailed description of
their ultrastructure. The dendrites of the TH-containing
interneurons had vesicles with a heterogeneous morphol-
ogy. These vesicles could be classiﬁed in three groups:
round or oval vesicles that presented the same size and
aspect as the typical synaptic vesicles; large dense-core
vesicles; and polymorphous vesicles bigger than the other
types.
It has been previously reported that the vast majority
of the interneurons of the EPL, which expresses the cal-
cium-binding protein PV, establishes dendro-dendritic
and dendro-somatic synaptic relationships with principal
cells (Toida et al., 1994, 1996). In order to compare the
TH-containing interneurons with the PV-containing ones,
we have checked under the electron microscope whether
the dendrites of the former make synapses on principal
cells and whether, in turn, receive synapses from their
dendrites. After exhaustive analyses of several ultrathin
sections from diﬀerent animals, we have not found den-
drites belonging to TH-containing interneurons of the
EPL that were engaged in synaptic contacts with principal
cells (Fig. 8). In fact, when the dendrites of TH-containing
interneurons ran close to the dendrites of principal cells
(M/T), it was frequent to ﬁnd glial lamellae preventing
Fig. 3. Micrographs showing the heterogeneous morphology of the TH-containing interneurons of the EPL (arrows) in parasagittal (A, B, D, E and
F) and coronal (C) sections. Open arrows in (C) and (F) point to displaced juxtaglomerular cells; these cells have not been included in the study.
EPL, external plexiform layer; GL, glomerular layer. Scale bars = 50 lm.
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order to investigate the synaptic connectivity of the den-
drites of the TH-containing interneurons of the EPL, a
few cells were selected under light microscopy and their
dendrites were serially cut in the ultramicrotome. The syn-
aptic contacts on these dendrites were analyzed in the
series of ultrathin sections (Fig. 9). The dendrites of the
TH-containing interneurons were never found to be pre-
synaptic elements. They were always postsynaptic ele-
ments, which received asymmetrical and symmetrical
synaptic contacts from axons of unidentiﬁed origin
(Figs. 8–10). Post-embedding immunogold detection of
GABA conﬁrmed that the TH-containing interneurons
are GABAergic and demonstrated that they receive syn-
apses from both non-GABAergic (Fig. 10A–D), and GAB-
Aergic axons (Fig. 10E, F).DISCUSSION
Our results indicate that the local circuits of the EPL are
more complex than previously thought. We describe apopulation of TH-containing interneurons in the EPL of
the rat OB, which do not establish dendro-dendritic or
dendro-somatic synapses on principal cells and do not re-
ceive dendro-dendritic synapses from them. This fact re-
veals a crucial diﬀerence between the TH-containing
interneurons and other interneurons previously described
in this layer.Is there a population of TH-containing short-axon
cells in the EPL of the OB?
The OB of mammals contains the major endogenous
dopamine-producing system in the forebrain (Lidbrink
et al., 1974; Hala´sz et al., 1977; Cave and Baker,
2009). The vast majority of dopaminergic neurons con-
sists of juxtaglomerular cells that are located in the GL
and participate in the glomerular circuitry. The connectiv-
ity of these cells has been analyzed in detail and it is well
known that they receive synapses from the terminals of
the olfactory nerve and establish dendro-dendritic synap-
tic relationships with principal cells (Toida et al., 2000).
Fig. 4. Micrographs showing TH-containing interneurons of the EPL (arrows) in horizontal (A) and coronal (B and C) sections. Note that a dendrite
of these neurons runs toward the deepest portion of the EPL, crosses the mitral cell layer (MCL) and reaches the internal plexiform layer (IPL)
(arrowheads). Open arrows in (B) and (C) point to small cells located in the deepest EPL, and in the boundary between the MCL and the IPL; these
cells have not been included in the study. EPL, external plexiform layer; GCL, granule cell layer; GL, glomerular layer; IPL, internal plexiform layer;
MCL, mitral cell layer. Scale bars = 50 lm in (A); 25 lm in (B) and (C).
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retrograde-tracer experiments that TH-containing juxta-
glomerular cells are the main source of interglomerular
connections.
Most of the studies that have investigated the dopami-
nergic system of the OB have focused their attention on
juxtaglomerular cells. However, there are dopaminergic
neurons other than juxtaglomerular cells in this brain area.
These cells have an ‘‘extraglomerular’’ location and have
not been subjected to investigation in most of the reportsthat analyze the dopaminergic bulbar circuits. The pres-
ence of a population of dopaminergic interneurons diﬀer-
ent from juxtaglomerular cells has been well documented
in the EPL of several species including both macrosmatic
and microsmatic animals. Davis and Macrides (1983) de-
scribed these interneurons in the hamster, indicating that
some of them resemble Van Gehuchten cells. Baker
(1986) conﬁrmed the presence of a population of
TH-containing interneurons in the EPL of the OB of this
species. Gall et al. (1987) reported that the rat OB contains
Fig. 5. Morphological details of the TH-containing interneurons of the EPL. (A–D) The dendrites of these cells have appendages similar to spines
and swellings similar to varicosities. Insets in these panels correspond to selected areas. (E–I) High-magniﬁcation micrographs showing details of
the morphology of the appendages of these cells. The appendage shown in (E) has a large and thin pedicle, when compared with the appendages
shown in the other panels. (J) Detail of the swellings similar to varicosities. Scale bars = 25 lm in (A–C); 15 lm in (D); 2 lm in (E–J).
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and Go´mez et al. (2007) conﬁrmed this point. Kosaka
et al. (1991) described TH-containing interneurons with
varicose dendrites in the EPL of the snake OB, indicating
that these interneurons do not innervate the olfactory
glomeruli. Hoogland and Huisman (1999) found TH-con-
taining interneurons in the EPL of the OB of humans
and Jeong et al. (2003) extend these ﬁnding to the OB
of monkey. Choi et al. (2010) have recently described
TH-containing interneurons in the EPL of the dog OB.
Our results agree with all these previous observations.
We identify and characterize a population of TH-contain-
ing neurons, which is located in the EPL of the rat OB
and is diﬀerent from the population composed of juxtaglo-
merular cells. On the one hand, these cells do not directtheir dendrites to the GL, but extend them in all directions
throughout the EPL (see the cells shown in Fig. 3). Some
dendrites were even found crossing the MCL and reach-
ing the IPL (see Fig. 4). On the other hand, the dendrites
are frequently spiny and sometimes contain swellings
similar to varicosities (see details shown in Fig. 5).
It has been reported in the literature that some of the
TH-containing interneurons found in the EPL are dis-
placed juxtaglomerular cells. In this regard, Kosaka and
Kosaka (2008a) reported that some cells appeared
stained in the EPL when a retrograde tracer was injected
in the GL. The stained cells had large somata and ex-
tended some smooth dendritic processes into glomeruli.
Therefore, they regarded them as ‘‘displaced dopaminer-
gic–GABAergic juxtaglomerular cells’’ (Kosaka and
Fig. 6. Axons of TH-containing interneurons (arrows). The axons of the cells shown in (A) and (B) are directed toward the deep layers of the
olfactory bulb, whereas the axons of the cells shown in (C–E) are directed toward the glomerular layer (GL). The cells shown in (D) and (E) are the
same cells shown in Fig. 3 (B) and (D), respectively. Scale bars = 15 lm in (A–C); 25 lm in (D, E).
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displaced juxtaglomerular cells can be easily identiﬁed
in the EPL by their intraglomerular dendrites. We have
found them in our material (see the displaced juxtaglo-
merular cells pointed out in Fig. 3C, F), as we have de-
scribed in the results section. However, they have not
been included in the present study.
A recent paper reports that the TH-containing cells ly-
ing in the EPL ‘‘could be adult-generated neurons commit-
ted to become dopaminergic, but not entirely
diﬀerentiated’’ (Pignatelli et al., 2009). These authors ana-
lyze the electrophysiological features of some TH-con-
taining interneurons located in the EPL using transgenic
mice which express GFP under the TH promoter. From
their electrophysiological recorders, they propose that
the interneurons that they analyze represent diﬀerent
stages of maturation of dopaminergic neurons during their
journey to the GL. Moreover, they indicate that these cells
could be a potential reservoir of immature dopaminergic
neurons destined for the replacement of juxtaglomerular
cells. The neurons that we describe in the present article
do not correspond to immature cells. On the contrary,
they display the typical morphology of mature neurons:
they have elaborate dendritic trees, spines in their den-
drites and well-deﬁned axons. The results described by
Pignatelli et al. would seem to conﬂict with our observa-
tions. However, we suspect that most of the electrophys-
iological data reported by Pignatelli and co-workers are
presumably recorded from ‘‘displaced juxtaglomerular
cells’’ instead of from the interneurons of the EPL that
we describe here. In fact, most of the neurons that theyanalyzed responded to olfactory nerve stimulation with
an electrophysiological pattern that suggests direct mono-
synaptic activation (Pignatelli et al., 2009). The presence
of a population of dopaminergic cells in the EPL, which
does not innervate the olfactory glomeruli, can also be in-
ferred from the article by Pignatelli and co-workers, since
these authors found that 4 out of 16 dopaminergic cells
recorded in this layer did not respond to olfactory nerve
stimulation.The interneurons of the EPL show two patterns of
connectivity
Pioneering studies using Golgi methods described the
existence of interneurons in the EPL of the OB of
mammals in the nineteenth century (Van Gehuchten
and Martin, 1891). However, these interneurons have
been omitted in most of the schemes of the bulbar cir-
cuitry, since their connectivity has remained unresolved
for many years. In the last two decades, the development
of speciﬁc markers has made possible the detailed analy-
sis of their synaptic relationships. The vast majority of the
interneurons of the EPL express the calcium-binding pro-
tein PV (Kosaka et al., 1987, 1994). Combining PV-immu-
nocytochemistry and electron microscopy, it has been
demonstrated that these cells establish dendro-dendritic
synaptic relationships with principal cells (Toida et al.,
1994, 1996; Crespo et al., 2001, 2002). The synaptic rela-
tionships include symmetrical synaptic contacts from the
dendrites of the PV-containing interneurons on principal
cells and, in turn, asymmetrical synaptic contacts from
Fig. 7. Neurochemical characterization of the TH-containing interneurons of the EPL. (A, B) Double immunoﬂuorescence for TH (green) and PV
(red). TH and PV do not colocalize in the same cells, showing that the TH-containing interneurons of the EPL and the PV-containing ones constitute
two separate populations of cells. (C, D) Double immunoﬂuorescence for TH (red) and GAD 67 (green). TH and GAD 67 colocalize in the same
cells, demonstrating that the TH-containing interneurons of the EPL are GABAergic. Scale bars = 15 lm.
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neurons. From these investigations, it can be concluded
that most interneurons of the EPL share the ‘typical’features of other bulbar interneurons such as granule
cells and some periglomerular cells. On the one hand,
their dendrites are engaged in dendro-dendritic synaptic
Fig. 8. Connectivity of the dendrites of the TH-containing interneurons. (A–F) Dendrites of TH-containing interneurons of the EPL receiving
asymmetrical synaptic contacts (open arrows) from axonal buttons (ax). Note that, when a TH-containing dendrite is close to a dendrite of a principal
cell (mitral/tufted cells; M/T), there are glial lamellae preventing contacts between both dendritic proﬁles (arrowheads). The images shown in panels
(C) and (D) depict pairs of consecutive ultrathin sections. Arrows in (B) point to asymmetrical synaptic contacts from dendrites of principal cells (M/T)
on gemmules of granule cells (g). Arrow in (F) points to the symmetrical synapses from the gemmule of a granule cell (g) on the dendrite of a
principal cells (M/T). Scale bars = 250 nm.
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most of the PV-containing interneurons of the EPL do
not have axon (Kosaka and Kosaka, 2008b). On the other
hand, they receive synapses from the dendrites of princi-
pal cells.
The population of TH-containing interneurons that we
describe here is intermingled in the EPL with the popula-
tion of the PV-containing ones. However, both popula-
tions of cells exhibit important diﬀerences in their
morphology and connectivity. Brieﬂy, the diﬀerences are
as follows. First, the dendrites of the TH-containing inter-
neurons are not engaged in dendro-dendritic synaptic
connectivity. When the dendrites of the TH-containing
interneurons were involved in synaptic contacts, theywere always the postsynaptic element. Second, the den-
drites of the TH-containing interneurons do not receive
synapses from the dendrites of principal cells. The pres-
ence of glial lamellae that we have found in many cases
between the dendrites of principal cells and the dendrites
of the TH-containing interneurons suggests the lack of
synaptic transmission between these neurons. Third,
most if not all of the TH-containing interneurons have an
axon.
The identiﬁcation of the synaptic targets of the TH-
containing interneurons is an unresolved point in our
investigation. Presumably, the presynaptic elements of
these cells are the buttons of their axons. Two argu-
ments support this claim. The ﬁrst is the absence of
Fig. 9. Connectivity of the dendrites of the TH-containing interneurons. The cell shown under light microscopy is the neuron shown at a higher
magniﬁcation in Fig. 3 (C). The squared areas labeled as A and B are shown under electron microscopy in the panels (A) and (B), respectively. (A)
This dendrite receives an asymmetrical synaptic contact (open arrow) from an axon (ax). The squared area appears magniﬁed in the panels A1, A2,
A3 and A4, which correspond to four consecutive ultrathin sections. In the panel A4, the axon also establishes a synaptic contact with a TH-negative
proﬁle (arrow). (B) This dendrite receives asymmetrical synapses from an axon (ax). The squared area appears magniﬁed in the panels B1 and B2,
which correspond to two consecutive ultrathin sections. The open arrows point to the synaptic contact. (C, D) Pair of consecutive ultrathin sections
showing a symmetrical synapse (open arrows) on other dendritic portion of this neuron. Scale bars = 500 nm in (A, C, D); 2.5 lm in (B).
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drites of the TH-containing interneurons. This is a major
argument if we consider that the vast majority of bulbar
neurons (including both interneurons and principal cells)
are engaged in dendro-dendritic synaptic connectivity.
The second is the presence of axons in the TH-contain-
ing interneurons. This is also a strong argument if we
consider that most of the bulbar interneurons lack axon.
Unfortunately, we could not analyze the connectivity of
the axons of the TH-containing cells. On the one hand,
it is diﬃcult to follow these axons for long distances.
On the other hand, these axons are intermingled in the
bulbar layers with TH-containing axons of central origin,
presumably from noradrenergic neurons of the locus
coeruleus, which project to the OB (de Olmos et al.,
1978).Davis and Macrides (1983) reported that, in the ham-
ster, most of the TH-containing interneurons found in the
EPL resemble Van Gehuchten cells. We cannot state the
same for the rat, because of the high morphological heter-
ogeneity found in the interneurons of this species. We
prefer to refer to them as short-axon cells. We cannot
guess about the synaptic targets of the TH-containing
interneurons of the EPL. At present, the connectivity of
the short-axon cells has been revealed to be very hetero-
geneous. For example, a population of short-axon cells
selectively innervates other populations of short-axon
cells (Gracia-Llanes et al., 2003). Another group of
short-axon cells selectively innervates periglomerular
cells and granule cells (Eyre et al., 2008). Finally, there
are many short-axon cells that send their axons outside
the OB, toward higher olfactory areas (Kosaka and
Fig. 10. Post-embedding immunogold detection for GABA conﬁrms that the TH-containing interneurons of the EPL are GABAergic and
demonstrates that their dendrites receive synapses from both GABA-positive and GABA-negative axons. The micrographs correspond to pairs of
consecutive ultrathin sections. (A–D) The TH-containing proﬁles receive asymmetrical synaptic contacts (open arrows) from GABA-negative axons
(ax). Arrows in (A) and (B) point to a synaptic contact from a principal cell (M/T), which is GABA-negative, on the gemmule of a granule cell (g),
which is GABA-positive. (E, F) The TH-containing proﬁle receives a symmetrical synapsis (open arrows) from a GABAergic axon (ax). Note the
presence of dense-cored vesicles in the TH-containing proﬁle. Arrowheads point to the thin glial lamellae located between the dendrite of the TH-
containing interneuron and the dendrite of a principal cell (M/T), which is GABA-immunonegative. Scale bars = 500 nm.
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of these possibilities for the TH-containing interneurons.
In fact, our results suggest that the TH-containing inter-
neurons have no unique pattern of connectivity: The ax-
ons of some TH-containing cells were directed toward
the GL, whereas the axons of some other cells crossed
the MCL and were directed toward deep portions of the
OB.
Heterogeneity of the dopaminergic interneurons of
the rat OB
The dopaminergic circuits of the OB are more heteroge-
neous than previously thought. They are composed, at
least, of three groups of neurons: juxtaglomerular cells,
interneurons of the EPL and interneurons of the inframi-
tral region. The vast majority of dopaminergic neurons be-
longs to the group of juxtaglomerular cells. The common
point of dopaminergic juxtaglomerular cells is that they
innervate the neuropil of the olfactory glomeruli and par-
ticipate in the glomerular circuitry. However, juxtaglomer-
ular cells also show important diﬀerences among them
(see Kosaka and Kosaka, 2011 for a review). At least in
rodents, it is accepted that there are small and large
dopaminergic juxtaglomerular cells diﬀering not only in
the size of their somata, but also in key points of their
development and connectivity. First, the small dopaminer-
gic juxtaglomerular cells are generated during the entire
life of the animal, whereas the large ones are only gener-
ated in pre- and perinatal periods, but not in the adult ani-
mal (Kosaka and Kosaka, 2009). Second, the large cells,
but not the small ones seem to be the source of the inter-
glomerular connections (Kosaka and Kosaka, 2008a).
Even among the large cells, Kiyokage et al. (2010) diﬀer-
entiate between oligoglomerular and polyglomerular cells,
on the basis of the number of olfactory glomeruli that they
interconnect.
The second group of dopaminergic cells is composed
of the interneurons of the EPL. There are important diﬀer-
ences between the connectivity of these interneurons and
that of the juxtaglomerular cells. First, the TH-containing
juxtaglomerular cells receive axo-dendritic asymmetrical
synaptic contacts from the olfactory nerve terminals,
whereas the TH-containing interneurons of the EPL do
not reach the olfactory glomeruli. Second, the dendrites
of the juxtaglomerular cells receive asymmetrical syn-
apses from the dendrites of principal cells (Toida et al.,
2000), whereas the dendrites of the interneurons of the
EPL do not (present data). Instead, the interneurons of
the EPL receive symmetrical and asymmetrical synaptic
contacts from axons of unidentiﬁed origin (present data).
Third, the dendrites of the juxtaglomerular cells are en-
gaged in dendro-dendritic synaptic connectivity with prin-
cipal cells, whereas the dendrites of the interneurons of
the EPL are not. Although we have not found synaptic
contacts from the dendrites of the interneurons of the
EPL, we have found vesicles inside them. It has been well
established that the primary mechanism for dopamine re-
lease is volume transmission rather than synaptic trans-
mission (for a review see Rice and Cragg, 2008).
Therefore, we cannot discard the extrasynaptic release
of dopamine from the dendrites of these interneurons.The third group of dopaminergic neurons in the OB is
composed of cells located in the inframitral region.
Although some authors have considered some of these
neurons as immature cells (Pignatelli et al., 2009), other
ones have identiﬁed deep short-axon cells containing
TH (Davis and Macrides, 1983; Jeong et al., 2003; Choi
et al., 2010). Further studies are needed in order to fully
characterize the dopaminergic neurons of the inframitral
region and in order to determine their pattern of
connectivity.CONCLUSION
In conclusion, dopaminergic circuits are complex in the
OB. In addition to the widely known juxtaglomerular cells,
there are certain other local-circuit neuronal types. Here,
we identify the TH-containing interneurons located in the
EPL, which are GABAergic and do not establish dendro-
dendritic synaptic relationships with principal cells.Acknowledgments—This study was supported by the Spanish
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Abstract The olfactory bulb (OB) of mammals is the
brain region that receives the sensory information coming
from the olfactory epithelium. The entrance of the olfac-
tory information occurs in spherical structures of neuropil
named olfactory glomeruli and is modulated by a popula-
tion of interneurons known as periglomerular cells (PG). It
has been demonstrated that there are two types of PG in the
OB of some macrosmatic mammals, including rats and
mice. Type 1 PG (PG-1) receive synapses from the olfac-
tory nerve, whereas type 2 PG (PG-2) do not receive
synapses from the olfactory axons. To date, the presence of
the two types of PG has not been investigated in micros-
matic mammals. In this context, we analyze the presence of
PG-1 and PG-2 in the OB of the long-tailed macaque
(Macaca fascicularis). For that, we used the enzyme
tyrosine hydroxylase, the neuronal isoform of the enzyme
nitric oxide synthase and the calcium-binding proteins
calbindin D-28k and calretinin as neurochemical markers.
Our results demonstrate that the OB of the macaque con-
tains PG-1 and PG-2. A subpopulation of PG-1 expresses
tyrosine hydroxylase and another expresses the neuronal
isoform of nitric oxide synthase. In addition, a subpopu-
lation of PG-2 expresses calbindin D-28k and another
expresses calretinin. Double immunofluorescence demon-
strates that there is no colocalization of two markers in the
same PG. These results mimic those found in macrosmatic
animals. The presence of two types of PG in the glomerular
circuits seems to be a key principle for the organization of
the OB of mammals.
Keywords Olfaction  Interneurons  Olfactory bulb 
Periglomerular cells  Monkey
Introduction
The olfactory bulb (OB) of mammals receives and pro-
cesses the olfactory information that arrives to the brain
from the olfactory receptor neurons located in the olfactory
epithelium. The synaptic entrance of this information
occurs in structures of neuropil named olfactory glomeruli.
An olfactory glomerulus is composed of four neuronal
elements (Pinching and Powell 1971a; Shepherd and Greer
1998 for a review): (1) axons of the olfactory nerve; (2)
dendrites of mitral and tufted cells, which are the principal
cells of the OB; (3) dendrites of periglomerular cells (PG),
which are inhibitory interneurons of the OB; and (4) cen-
trifugal axons from neurons located in other brain areas
that project to the OB. The synaptic relationships among
these elements are as follows. On the one hand, the axons
of the olfactory nerve make asymmetrical synaptic contacts
on the dendrites of principal cells and PG (Pinching and
Powell 1971a). On the other hand, principal cells and PG
make dendro-dendritic synapses between them. The den-
drites of principal cells make asymmetrical synapses on the
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dendrites of PG and, in turn, the dendrites of PG make
symmetrical synapses on the dendrites of principal cells
(Pinching and Powell 1971a). Finally, the axons of cen-
trifugal origin contact PG and sporadically principal cells
(Pinching and Powell 1972; Kasa et al. 1995; Gracia-
Llanes et al. 2010a, b).
The neuropil of an olfactory glomerulus is divided in
two different compartments or zones (Kosaka et al. 1997;
Chao et al. 1997; Kasowski et al. 1999). The ‘‘olfactory
nerve zone’’ (Kosaka et al. 1997), also named ‘‘sensory-
synaptic subcompartment’’ (Chao et al. 1997) or ‘‘axonal
subcompartment’’ (Kasowski et al. 1999), is the territory
that contains the terminals of the olfactory nerve and the
dendrites of principal cells and PG that receive synapses
from them. The ‘‘non-olfactory nerve zone’’ (Kosaka et al.
1997), also named ‘‘central-synaptic subcompartment’’
(Chao et al. 1997) or ‘‘dendritic subcompartment’’
(Kasowski et al. 1999), is the territory that does not contain
terminals of the olfactory nerve. It is composed of den-
drites of principal cells and PG, axons of centrifugal origin
and glial cells.
The classical conception of the circuitry of an olfactory
glomerulus assumed that the olfactory nerve makes syn-
apses on the whole population of PG (Pinching and Powell
1971a). However, in the last decades, it has been shown
that there are two types of PG, differing in their synaptic
relationships with the olfactory nerve (Kosaka et al. 1997,
1998; Toida et al. 1998, 2000). Type 1 PG (PG-1) extend
their dendrites throughout the olfactory nerve zone and the
non-olfactory nerve zone, and they do receive synapses
from the olfactory nerve. On the contrary, type 2 PG
(PG-2) do not enter the olfactory nerve zone and, therefore,
do not receive synapses from the olfactory nerve. The
presence of PG-1 and PG-2 was originally described in the
rat OB by the laboratory of Dr. Kosaka (Kosaka et al. 1997,
1998; Toida et al. 1998, 2000). Posterior investigations of
the same laboratory have demonstrated that PG-1 and PG-2
are also present in the OB of other species of mammals,
including mice, musk shrews, moles, hedgehogs, three
shrews and bats (Kosaka and Kosaka 2004).
These data strongly suggest that the presence of PG-1
and PG-2 is a key principle in the organization of the cir-
cuitry of the OB of mammals (Kosaka and Kosaka 2005).
However, all the studies investigating the existence of both
types of PG have been done in macrosmatic mammals and
this topic has not been investigated in microsmatic species.
In this context, we investigate here the presence of PG-1
and PG-2 in the OB of the long-tailed macaque (Macaca
fascicularis). Primates, including humans, are microsmatic
animals. To know whether they have two types of PG is a
key point in terms of understanding the organization of
their glomerular circuits, which modulate the entrance of
the olfactory information to the brain and its encoding.
Materials and methods
Animals and tissue processing
A total of eight OBs from four adult male long-tailed
macaques (M. fascicularis) were used in this study. Animal
handling was conducted in accordance with the guidelines
of the European Parliament and the Council of the Euro-
pean Union (Directive 2010/63/EU) and conformed to the
Spanish legislation for the use and care of animals (Real
Decreto 1201/2005). The experimental design was
approved by the Ethical Committee for Animal Testing of
the University of Navarra (ref: 018/2008).
The animals were anesthetized with an overdose of chloral
hydrate and perfused transcardially with a saline Ringer
solution followed by 3,000 mL of a fixative solution con-
taining 4 % paraformaldehyde and 0.3 % glutaraldehyde in
0.125 M phosphate buffer, pH 7.4 (PB). Perfusion was con-
tinued with 1,000 mL of a cryoprotectant solution containing
10 % glycerin and 2 % dimethylsulfoxide in PB. After per-
fusion, the skull was opened, the brain removed and the OBs
dissected out and stored at -80 C in a cryoprotectant solution
containing 20 % of glycerin and 2 % dimethylsulfoxide in
PB. For the execution of the experiments, the temperature of
the OBs was raised from -80 C to ?20 C and then, the
cryoprotectant solution was removed and replaced with PB.
After being thoroughly rinsed in PB, the OBs were cut on a
vibratome and 60-lm-thick coronal sections were collected in
PB and used for immunohistochemical staining.
Since the animals were fixed with a fixative that con-
tained glutaraldehyde, sections were treated with 1 %
NaBH4 in PB for 20 min before the immunohistochemical
staining. Then, they were cryoprotected, freeze–thawed
three times in liquid nitrogen to enhance antibody pene-
tration and processed for immunohistochemistry.
Neuroanatomical markers for periglomerular cells
To identify different sets of PG in the macaque OB, we
have used some markers that specifically stain PG-1 and
PG-2 in the OB of the species previously investigated
(Kosaka et al. 1997, 1998; Toida et al. 1998, 2000; Crespo
et al. 2003; Kosaka and Kosaka 2004). The markers used in
the study were the enzymes tyrosine hydroxylase (TH) and
the neuronal isoform of nitric oxide synthase (nNOS) for
PG-1 and the calcium binding proteins calbindin D-28k
(CB) and calretinin (CR) for PG-2.
Immunohistochemical techniques for light
and electron microscopy
The detection of TH, nNOS, CB and CR for light and
electron microscopy was performed using the avidin–
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biotin-peroxidase (ABC) method. The immunohistochem-
istry was conducted incubating the sections as follows: (a)
Blocking solution containing 10 % normal goat serum
(NGS) in PB, for 45 min at room temperature. (b) Rabbit
anti-TH IgG (1:1,000), rabbit anti-nNOS IgG (1:1,000),
rabbit anti-CB IgG (1:5,000) or rabbit anti-CR IgG
(1:5,000), diluted in PB containing 1 % NGS and 0.05 %
sodium azide, for 48 h at 4 C. Table 1 contains the ref-
erences of the primary antibodies. (c) Biotinylated goat
anti-rabbit IgG (Thermo Scientific, Fremont, CA, USA)
diluted 1:200 in PB, for 2 h at room temperature. (d)
Avidin-biotinylated horseradish peroxidase complex
(ABC; Vector Labs. Burlingame, CA, USA) diluted 1:200
in PB, for 2 h at room temperature. Then, the peroxidase
reaction was developed using 0.05 % 3,3-diaminobenzi-
dine tetrahydrochloride (DAB, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) and 0.003 % hydrogen peroxide in PB, for
5 min at room temperature. Sections were carefully rinsed
in PB after each step. After immunohistochemistry, sec-
tions were treated with 1 % osmium tetroxide (Electron
Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA) containing 7 %
glucose in PB for 45 min at room temperature. Finally,
sections destined to electron microscopy were stained with
uranyl acetate (Electron Microscopy Sciences) in maleate
buffer, pH 4.5.
All sections were dehydrated through graded ethanol
series, cleared in propylene oxide (Fluka AG, Buch,
Switzerland) and flat-embedded in Durcupan (Fluka AG)
between slides and coverslips. Durcupan was polymerized
overnight at 60 C. Flat-embedded sections were examined
under light microscopy and fields from the glomerular
neuropil containing TH-, nNOS-, CB-, or CR-positive
elements were selected for further analyses under electron
microscopy. The selected material was re-embedded in
Durcupan and cut in an ultramicrotome. Serial 60-nm-thick
ultrathin sections were obtained and mounted on Formvar-
coated single-slot grids. The ultrathin sections were stained
with lead citrate and carefully examined under electron
microscopy.
Omission of the primary or secondary antibodies in each
step and the incubation of sections exclusively in DAB and
hydrogen peroxide were used as controls for establishing
the specificity of the immunohistochemical method as
previously described (Crespo et al. 2000). No residual
activity was found in these controls.
Double immunohistochemical techniques
To test whether the populations of TH-, nNOS-, CB- and
CR-positive PG constituted separate populations of neu-
rons, TH/nNOS, TH/CB, TH/CR, nNOS/CB, nNOS/CR
and CB/CR double immunofluorescence was performed.
For these experiments, the free-floating sections were
incubated as follows. (a) Blocking solution containing
10 % normal donkey serum (NDS), for 45 min at room
temperature. (b) A mixture of two primary antibodies from
different origins diluted in PB containing 1 % NDS, and
0.05 % sodium azide, for 48 h at 4 C. Six different mix-
tures of primary antibodies were used for these experi-
ments: (1) rabbit anti-TH IgG and mouse anti-nNOS IgG;
(2) rabbit anti-TH IgG and mouse anti-CB IgG; (3) rabbit
anti-TH IgG and mouse anti-CR IgG; (4) rabbit anti-nNOS
IgG and mouse anti-CB IgG; (5) rabbit anti-nNOS IgG and
mouse anti-CR IgG; and (6) mouse anti-CB IgG and rabbit
anti-CR IgG. The concentrations of the primary antibodies
in the mixtures were: rabbit anti-TH IgG 1:1,000; rabbit
anti-nNOS IgG 1:1,000; mouse anti-nNOS IgG 1:500;
mouse anti-CB IgG 1:500; mouse anti-CR IgG 1:2,000;
rabbit anti-CR 1:5,000. Table 1 contains the references of
the primary antibodies used in these experiments. (c) A
mixture of secondary antibodies in PB consisting of Alexa
488-conjugated donkey anti-rabbit IgG (Molecular Probes,
Eugene, OR, USA; 1:200 in the mixture) and Dylight 549-
conjugated donkey anti-mouse IgG (Jackson Immunore-
search, West Grove, PA, USA; 1:200 in the mixture). After
each step, the sections were carefully washed in PB.
The sections from immunofluorescence techniques were
mounted on gelatin-coated slides with an anti-fading
medium (Fluorescent Mounting Medium, Dako, Carpen-
teria, CA, USA). They were stored at 4 C in the dark
before their analysis under confocal microcopy (Leica
TCS-SPE).
Table 1 Primary antibodies





Primary antibodies Host Company Reference Dilution Detection
Anti-CB D-28k Mouse Swant #300 1:500 Flu
Rabbit Swant #CB-38a 1:5,000 ABC
Anti-CR Mouse Swant #6B3 1:2,000 Flu
Rabbit Swant #7699/3H 1:5,000 ABC/Flu
Anti-nNOS Mouse Sigma #N2280 1:500 Flu
Rabbit Millipore #AB5380 1:1,000 ABC/Flu
Anti-TH Rabbit Millipore #AB152 1:1,000 ABC/Flu
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Controls for the double immunohistochemical method
were prepared by incubating sections without the first or
second antibody in each step. No residual activity was
observed in the controls. Omission of one of the primary or
secondary antibodies resulted in the disappearance of
staining for that particular antigen without changing the
pattern of immunoreactivity for the other.
Data analysis
The maximum diameter of the somata of the TH-, nNOS-,
CB- and CR-containing PG was measured. We have
selected this morphometric parameter because the soma
size allow us to distinguish PG from other neuronal types
located in the glomerular layer, such as external tufted cells
or superficial short-axon cells (Pinching and Powell
1971b). For each marker, we have selected a hundred cells
in which the nucleus and the initial portion of a dendrite
were visible. The somata of the selected cells were drawn
using a camera lucida and a 100X oil immersion objective.
Then, the maximum diameter of these somata was
measured.
The colocalization of two markers in the same cell was
analyzed as follows. In the TH/nNOS, TH/CB, TH/CR,
nNOS/CB, nNOS/CR and CB/CR double-immunostained
sections, 100 PG were randomly selected from those im-
munopositive for the first marker and the presence of the
second marker was analyzed in them. Then, 100 PG which
were immunopositive for the second marker were ran-
domly selected and the presence of the first marker was
analyzed in them.
The ratio among the TH-, nNOS-, CB- and CR-con-
taining PG was estimated using the TH/nNOS, TH/CB,
TH/CR, nNOS/CB, nNOS/CR and CB/CR double-immu-
nostained sections. Two sections were randomly selected
for each pair of markers and for each animal. Then, two
olfactory glomeruli were randomly selected from each
section. The number of immunopositive PG innervating the
selected glomeruli was counted for each marker. Finally,
the ratio of the TH-, nNOS-, CB- and CR-containing PG to
the total number of PG counted among the four populations
was calculated.
The innervations of the olfactory nerve zone and the
non-olfactory nerve zone by the dendrites of the TH-,
nNOS-, CB- and CR-containing PG were investigated
under electron microscopy. Five different olfactory
glomeruli were randomly selected for each marker and for
each animal. Five fields of 134 lm2 were selected from the
olfactory nerve zone and five from the non-olfactory nerve
zone of each glomerulus. Then, the number of immuno-
positive profiles was counted in the selected fields (in total,
each marker was analyzed in 100 fields selected from the
olfactory nerve zone and in 100 fields selected from the
non-olfactory nerve zone of twenty different olfactory
glomeruli). Finally, the mean of the number of profiles
found in each field ± SD was calculated.
Antibodies
For the detection of TH, a commercial polyclonal anti-
body (#AB152) produced in rabbit by Millipore (Milli-
pore, Temecula, CA, USA) has been used. The antibody
was raised against denatured tyrosine hydroxylase from
rat. The company of origin tested the specificity for the
antibody by Western blot on PC12 lysates; Western blot
analysis indicated that the antibody stains a band of
62 kDa molecular weight. In addition, brain and adrenal
glands were used as positive controls and liver as negative
control. Additionally, this antibody detects TH by immu-
nohistochemistry in formaldehyde-fixed nervous tissue
(Varcin et al. 2011).
For the detection of nNOS, we have used a polyclonal
antibody produced in rabbit by Millipore (#AB5380) and a
monoclonal antibody produced in mouse by Sigma-Aldrich
(#N2280). The polyclonal antibody was produced using
recombinant human neuronal nitric oxide synthase as
immunogen. The monoclonal antibody was raised using a
recombinant nNOS fragment (amino acids 1–181) from rat
brain. The specificity of these antibodies has been tested by
the companies of origin. Both antibodies recognize the
neuronal isoform of the nitric oxide synthase and they do
not cross react with the inducible or the endothelial iso-
forms of the NOS. These antibodies have been previously
used for immunohistochemistry in formaldehyde-fixed
nervous tissue (Gutie`rrez-Mecinas et al. 2008; Die et al.
2010).
The detection of CB was made using monoclonal and
polyclonal antibodies from Swant (Swant, Bellinzona,
Switzerland). The company guarantees the specificity of
both antibodies. The monoclonal antibody (#300) was
produced by hybridization of mouse myeloma cells with
spleen cells from mice immunized with CB, purified from
chicken gut (the clone is described in Celio et al. 1990).
The company evaluated the antibody for specificity and
potency by immunohistochemistry, immunoblot and
radioimmunoassay. It recognizes a single band of 28 kDa
molecular weight in immunoblots. The polyclonal antibody
(#CB-38a) was raised in rabbit against recombinant rat CB
D-28k. This antibody recognizes a single band at 28 kDa in
immunoblots of brain homogenate of various species,
including M. fascicularis. Both antibodies have been pre-
viously used for immunohistochemistry in formaldehyde-
fixed nervous tissue. The staining pattern found with these
antibodies in the olfactory bulb of other species is similar
to the staining that we have found in this study (Gutie`rrez-
Mecinas et al. 2005b, 2008).
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CR was detected using monoclonal and polyclonal
antibodies from Swant. The company guarantees the
specificity of both antibodies. The monoclonal antibody
(#6B3) was produced in mice by immunization with
recombinant human CR 22k. It recognizes an epitope
within the first 4 EF-hand domains common to both CR
and CR 22k. This antibody stains a single band at 29 kDa
in immunoblots of brain homogenate of various species,
including M. fascicularis. The polyclonal antibody (#7699/
3H) was produced in rabbit by immunization with recom-
binant human CR containing a 6-his tag at the N-terminal.
This antibody stains a single band at 29 kDa in immuno-
blots of brain homogenate of various species, including
M. fascicularis. Both antibodies have been previously used
for immunohistochemistry in formaldehyde-fixed nervous
tissue. The staining pattern found with these antibodies in
the olfactory bulb of other species is similar to the staining




Under light microscopy, the enzyme TH showed a laminar
distribution in the macaque OB. The most intense staining
was found in the glomerular layer, where a high number of
TH-containing PG surrounded each olfactory glomerulus
(Fig. 1a). The diameter of the somata of these neurons
ranged from 7 to 10 lm (n = 100 cells). The dendrites of
these interneurons innervated the olfactory glomeruli and
ramified profusely inside the glomerular neuropil, where a
high density of TH-containing puncta could be found
(Fig. 1b).
Under electron microscopy, the dendritic profiles of the
TH-containing PG were found in the two compartments of
the glomerular neuropil: the olfactory nerve zone and the
non-olfactory nerve zone (Fig. 2a). The mean of the
number of TH-containing profiles found in an area of
134 lm2 was 14.2 ± 4.1 (mean ± SD) for the olfactory
nerve zone (n = 100 fields) and 18.5 ± 6.3 for the non-
olfactory nerve zone (n = 100 fields). In the olfactory
nerve zone, these profiles received asymmetrical synaptic
contacts from the terminals of the olfactory nerve (Fig. 2b–
d). Moreover, the TH-containing dendrites made symmet-
rical synaptic contacts on other dendritic profiles (Fig. 2d),
most of them identified as dendrites of principal cells. In
turn, they received asymmetrical synaptic contacts from
the dendrites of principal cells (Fig. 2e). Sometimes, the
symmetrical and the asymmetrical synaptic contacts
between TH-containing PG and principal cells formed
reciprocal pairs (Fig. 2f).
nNOS-containing periglomerular cells
After nNOS-immunohistochemistry, positive neurons
were found in the glomerular layer and also in the inf-
ramitral region of the macaque OB. In the glomerular
layer, a population of nNOS-containing PG surrounded
the olfactory glomeruli (Fig. 3a). The diameter of the
somata of these neurons ranged from 7 to 11 lm (n =
100 cells). Their dendritic branches ramified repeatedly
inside the glomeruli and nNOS-containing puncta were
frequently found throughout the glomerular neuropil
(Fig. 3b).
Electron microscopy revealed that the dendritic profiles
of the nNOS-containing PG innervated the olfactory nerve
zone and the non-olfactory nerve zone (Fig. 4a). The mean
of the number of nNOS-containing profiles found in an
area of 134 lm2 was 2.3 ± 1.3 (mean ± SD) for the non-
olfactory nerve zone (n = 100 fields) and 2.75 ± 1.3 for
the olfactory nerve zone (n = 100 fields). In the olfactory
nerve zone, they received asymmetrical synaptic contacts
Fig. 1 TH-immunostaining in the macaque OB under light micros-
copy. a In the GL, there is an abundant population of TH-containing
PG (arrowheads) surrounding the olfactory glomeruli. b A detailed
view of the olfactory glomeruli shows TH-containing puncta (arrows)
located throughout the glomerular neuropil. EPL external plexiform
layer, GL glomerular layer. Scale bars a 30 lm, b 20 lm
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from the axons of the olfactory nerve (Fig. 4b, c). Addi-
tionally, they received asymmetrical synaptic contacts
from the dendrites of principal cells (Fig. 4c). Finally, the
nNOS-containing profiles made symmetrical synaptic
contacts on dendrites of principal cells (Fig. 4d–f).
CB-containing periglomerular cells
CB-immunopositive neurons were found in all layers of the
macaque OB. In the glomerular layer, a population of CB-
containing PG innervated the olfactory glomeruli (Fig. 5a).
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The diameter of the somata of these neurons ranged from 6
to 10 lm (n = 100 cells). Their dendrites ramified
repeatedly inside the glomerular neuropil, where a high
density of CB-containing puncta could be distinguished
(Fig. 5b). Under light microscopy, the presence of small
patches of glomerular neuropil lacking CB-containing
profiles was evident (Fig. 5b).
Electron microscopy demonstrated that these patches
corresponded to the olfactory nerve zone. In fact, the
dendrites of the CB-containing PG extended throughout the
non-olfactory nerve zone, but did not enter the olfactory
nerve zone (Fig. 6a). The mean of the number of CB-
containing profiles found in an area of 134 lm2 was
4.3 ± 2.5 (mean ± SD) for the non-olfactory nerve zone
(n = 100 fields) whereas no profile was found in the
olfactory nerve zone (n = 100 fields). Therefore, synaptic
contacts from the olfactory nerve on CB-containing den-
drites were not found. The connectivity of the dendrites of
the CB-containing PG was as follows. They made sym-
metrical synaptic contacts on the dendrites of principal
cells (Fig. 6b) and, in turn, they received asymmetrical
synaptic contacts from them (Fig. 6c). Sometimes, the
symmetrical and the asymmetrical synapses formed reci-
procal pairs (Fig. 6d).
CR-containing periglomerular cells
CR-immunohistochemistry stained a high number of
neurons in all layers of the macaque OB, although they
were more abundant in the glomerular layer and in the
granule cell layer. The neurons stained in the glomerular
layer were PG that surrounded the olfactory glomeruli and
innervated the glomerular neuropil (Fig. 7a). The diame-
ter of the somata of these neurons ranged from 7 to 9 lm
(n = 100 cells). Some bundles of dendritic branches and
puncta were occasionally found inside the glomeruli
(Fig. 7b).
Electron microscopy revealed that the bundles of CR-
containing dendrites were always located in the non-
olfactory nerve zone. Indeed, the analysis at the electron
microscope revealed that the CR-containing profiles did
not enter the olfactory nerve zone (Fig. 8a). The mean of
the number of CR-containing profiles found in an area of
134 lm2 was 6.7 ± 4.9 (mean ± SD) for the non-olfactory
nerve zone (n = 100 fields) whereas no profile was found
in the olfactory nerve zone (n = 100 fields). Therefore,
synapses from the terminals of the olfactory nerve were not
found on dendrites of CR-containing PG. The CR-con-
taining dendrites received asymmetrical synaptic contacts
from the dendrites of principal cells and made symmetrical
synaptic contacts on them (Fig. 8b–d).
Double immunostaining for TH, nNOS, CB and CR
The colocalization of two markers in the same PG was
analyzed using TH/nNOS-, TH/CB-, TH/CR-, nNOS/CB-,
Fig. 3 nNOS-immunostaining in the macaque OB under light
microscopy. a In the GL, nNOS-immunohistochemistry reveals the
presence of a population of nNOS-containing PG (arrowheads)
surrounding the olfactory glomeruli. b A detailed view of the
olfactory glomeruli shows the distribution of nNOS-containing puncta
(arrows) throughout the glomerular neuropil. EPL external plexiform
layer, GL glomerular layer. Scale bars a 30 lm, b 20 lm
Fig. 2 Connectivity of the dendrites of the TH-containing PG in the
glomerular neuropil. a Semi-panoramic view of the glomerular
neuropil showing that the dendrites of the TH-containing PG (arrows)
are located in the olfactory nerve zone (ONZ) and in the non-olfactory
nerve zone (N-ONZ). The drawn line delimitates the two compart-
ments of the glomerular neuropil. b The dendrites of the TH-
containing PG receive asymmetrical synaptic contacts (arrows) from
the terminals of the olfactory axons in the olfactory nerve zone
(ONZ). c High magnification showing an asymmetrical synaptic
contact (arrow) from an axon of the olfactory nerve (ON) on a TH-
containing dendrite. d A TH-containing dendrite receives an asym-
metrical synaptic contact (arrow) from an axon of the olfactory nerve
(ON). Another TH-containing dendrite makes a symmetrical synaptic
contact (open arrow) on a TH-negative profile. e A TH-containing
dendrite receives an asymmetrical synapse (arrow) from the dendrite
of a principal cell (mitral/tufted cell: M/T). f Dendro-dendritic
reciprocal synapses between a TH-containing PG and a principal cell
(mitral/tufted cell: M/T). The arrow points out the asymmetrical
synapse from the M/T on the TH-containing profile and the open
arrow points out the symmetrical synapse from the TH-containing
profile on the M/T. Scale bars a 2 lm, b–f 500 nm
b
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nNOS/CR- and CB/CR double-immunostained sections.
One hundred cells were analyzed for each marker. When
the colocalization of TH and nNOS was analyzed, none of
the 100 TH-immunoreactive somata were immunoreactive
for nNOS and, conversely, none of the 100 nNOS-immu-
noreactive somata were immunoreactive for TH. The same
was also true for TH and CB, TH and CR, nNOS and CB,
nNOS and CR and CB and CR. In summary, we never
found a PG colocalizing for any pair of markers (Fig. 9)
demonstrating that the TH-, nNOS- CB- and CR-contain-
ing PG constituted four non-overlapping populations in the
macaque OB.
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Using the same material, the ratio of the TH-, nNOS-
CB- and CR-containing PG was estimated. For the selected
glomeruli, we found 658 TH-immunopositive cells
(35.2 %), 216 nNOS-immunopositive cells (11.5 %), 391
CB-immunopositive cells (20.9 %) and 605 CR-immuno-
positive cells (32.3 %). Therefore, the population of
TH-containing PG and the population of CR-containing
ones were the most abundant types of PG, whereas the
population of nNOS-containing PG and the population of
CB-containing ones corresponded to about 1/3 and 2/3,
respectively, of the TH- and the CR-containing cells.
Overall, the analysis indicates that there is a slight pre-
ponderance of PG2 over PG1.
Discussion
The main point of this study is that it demonstrates for the
first time that the connectivity and the neurochemical
identity of the PG are conserved in the OB of primates. We
reveal the presence of two types of PG in the macaque. The
dendrites of the TH- and nNOS-containing PG innervate
the olfactory nerve zone and the non-olfactory nerve zone
of the glomerular neuropil. In the olfactory nerve zone,
these cells receive synapses from the terminals of the
olfactory nerve and, therefore, they must be considered as
PG-1. On the contrary, the dendrites of the CB- and CR-
containing PG do not innervate the olfactory nerve zone
and, therefore, do not receive synapses from the olfactory
nerve. Therefore, these cells must be considered PG-2. Our
results extend to primates previous data reported in mac-
rosmatic animals. In a comparative point of view, the
existence of two types of PG seems to be a key aspect in
terms of the organization of the circuitry in the OB of
mammals.
Organization of the glomerular neuropil
in the macaque OB
There are abundant data in the literature describing the
ultrastructure and the connectivity of the elements that
compose the neuropil of an olfactory glomerulus in the rat
and mouse OB (Pinching and Powell 1971a; White 1972).
However, to our knowledge, there are no previous reports
describing the organization of an olfactory glomerulus in
the macaque OB. Our analysis at the electron microscope
indicates that the ultrastructure and connectivity of the
elements that compose the olfactory glomerulus in the
macaque OB are similar to those reported in rodents.
Therefore, we have used the data reported by Pinching and
Powell (1971a) in rats as a reference for identifying at the
electron microscope the profiles found in the glomerular
neuropil of the macaque.
The terminals of the olfactory nerve show in the
macaque OB, the characteristic electron-dense aspect
previously reported in rat. This fact allowed us to
Fig. 5 CB-immunostaining in the macaque OB under light micros-
copy. a In the GL, there is an abundant population of CB-containing
PG (arrowheads) surrounding the olfactory glomeruli. b A detailed
view of the olfactory glomeruli shows CB-containing puncta (arrows)
in the glomerular neuropil. In addition, the glomerular neuropil
contains small patches lacking CB-containing elements (asterisks).
EPL external plexiform layer, GL glomerular layer, ONL olfactory
nerve layer. Scale bars a 30 lm, b 20 lm
Fig. 4 Connectivity of the dendrites of the nNOS-containing PG in
the glomerular neuropil. a Semi-panoramic view of the glomerular
neuropil showing nNOS-containing profiles located in the olfactory
nerve zone (ONZ) and in the non-olfactory nerve zone (N-ONZ). The
drawn line delimitates the two compartments of the glomerular
neuropil. b High magnification showing an asymmetrical synaptic
contact (arrow) from an axon of the olfactory nerve (ON) on a nNOS-
containing dendrite. c The dendrite of a nNOS-containing PG receives
an asymmetrical synaptic contact (arrow) from an axon of the
olfactory nerve (ON) and another one (open arrow) from the dendrite
of a principal cell (mitral/tufted cell: M/T). d The dendrite of a nNOS-
containing PG located in the olfactory nerve zone (ONZ) makes a
symmetrical synapse (arrow) on the dendrite of a principal cell
(mitral/tufted cell: M/T). e, f Adjacent ultrathin sections show nNOS-
containing profiles receiving asymmetrical synaptic contacts from the
olfactory nerve (arrows) in the olfactory nerve zone (ONZ). One of
the nNOS-containing profiles makes a symmetrical synapse (open
arrow) on the dendrite of a principal cell (mitral/tufted cell: M/T).
Scale bars a 2 lm, b 250 nm; c–f 500 nm
b
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delineate the olfactory nerve zone and the non-olfactory
nerve zone in the glomerular neuropil of the macaque.
The dendrites of the principal cells were easily identified
as large, fairly regular and pale profiles, which make
asymmetrical synapses on the dendrites of the PG. In turn,
the dendrites of the PG were identified as profiles of
irregular outline that are more electron-dense than the
dendrites of the principal cells. Moreover, the dendrites of
the PG make symmetrical synapses on the dendrites of
the principal cells.
Neurochemical heterogeneity of periglomerular cells
in the macaque OB
To date, there is a large catalogue of markers for staining
specific subsets of PG in the OB of mammals: calcium
binding proteins, enzymes, neuropeptides, and membrane
channels (Alonso et al. 1993, 1995, 1998, 2001; Crespo
et al. 2000, 2002, 2003; Kosaka et al. 1995, 1998, Brin˜o´n
et al. 1999, 2001; Kosaka and Kosaka 2004, 2005, 2007;
Gutie`rrez-Mecinas et al. 2005a, b, 2008; Baltana´s et al.
Fig. 6 Connectivity of the dendrites of the CB-containing PG in the
glomerular neuropil. a Semi-panoramic view of the glomerular
neuropil showing that the CB-containing profiles (arrows) are located
exclusively in the non-olfactory nerve zone (N-ONZ) and do not enter
within the olfactory nerve zone (ONZ). The drawn line delimitates
the two compartments of the glomerular neuropil. b The dendrite of a
CB-containing PG makes a symmetrical synaptic contact (arrow) on
the dendrite of a principal cell (mitral/tufted cell: M/T). The gemmule
of a CB-immunonegative PG (g) also makes a symmetrical synaptic
contact (open arrow) on the same M/T. c The dendrite of a CB-
containing PG receives an asymmetrical synapse (arrow) from the
dendrite of a principal cell (mitral/tufted cell: M/T). d Dendro-
dendritic reciprocal synapses between a CB-containing PG and a
principal cell (mitral/tufted cell: M/T). The open arrow points out the
asymmetrical synapse from the M/T on the CB-containing profile and
the arrow points out the symmetrical synapse from the CB-containing
profile on the M/T. Scale bars a 2 lm; b–d 500 nm
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2007 for a review). Among them, we have selected two
enzymes (TH and nNOS) and two calcium-binding proteins
(CB and CR) for analyzing the presence of PG-1 and PG-2
in the macaque monkey OB. Two reasons led us to make
this selection. The first is that TH, nNOS, CB and CR are
expressed in different populations of interneurons, includ-
ing sets of PG, in macaque OB (Smith et al. 1991; Alonso
et al. 1998, 2001). The second is that they are specific
markers for sets of PG-1 and PG-2 in the OB of other
species previously investigated: TH- and nNOS-immuno-
histochemistry stain two different sets of PG-1, whereas
CB- and CR-immunohistochemistry stain two different sets
of PG-2 in the rat OB (Kosaka et al. 1997; Toida et al.
1998, 2000; Crespo et al. 2003).
The presence of TH-, nNOS- and CR-containing PG has
been previously reported in the macaque OB (Smith et al.
1991; Alonso et al. 1998, 2001; Belzunegui et al. 2007).
The present results confirm the data reported in these
articles. However, there is some discrepancy between our
results and the results reported by Alonso et al. (2001)
about the presence of a population of CB-containing PG in
the macaque OB. In their article, Alonso et al. did not
describe the expression of CB in the PG of M. fascicularis.
They described that, after CB-immunohistochemistry, the
unique neurons expressing the calcium-binding protein in
the glomerular layer of this animal were a few superficial
short-axon cells and some stellate cells. We have observed
CB-containing superficial short-axon cells and stellate cells
in our material, but we have also found a population of CB-
containing PG. The cause of the differences between the
results reported by Alonso et al. and our results may be
methodological. On the one hand, the fixatives used in the
study reported by Alonso et al. differ from the fixative used
in our study. On the other hand, we intensified the DAB
reaction product obtained in the immunohistochemistry by
treating the sections with osmium tetroxide. The use of
osmium tetroxide enhances considerably the staining and
could reveal the expression of CB in a set of PG. In fact, we
have noted that the immunohistochemistry for CB provides
a weak staining in PG when the sections are not intensified
with osmium tetroxide.
The experiments using TH/nNOS, TH/CB, TH/CR,
nNOS/CB, nNOS/CR, and CB/CR double immunofluo-
rescence show that there is no colocalization of any of
these pairs of markers in the same PG. Therefore, they
demonstrate that the TH-, nNOS-, CB- and CR-containing
PG constitute four non-overlapping populations of neurons
in the macaque. This neurochemical heterogeneity is in
close agreement with data reported in other species. The
TH- and the nNOS-containing PG constitute two different
populations of neurons in the rat OB (Johnson and Ma,
1993). Moreover, there is no colocalization of nNOS and
CB or nNOS and CR in this species (Alonso et al. 1993;
Brin˜o´n et al. 1997). Finally, TH- CB- and CR-containing
PG are non-overlapping populations of PG in rat and
mouse (Kosaka et al. 1995; Kosaka and Kosaka 2007). The
neurochemical heterogeneity of PG seems to be conser-
vative among different species, even when macrosmatic
animals, such as the rat, are compared with microsmatic
ones, such as the macaque.
Two types of PG: PG-1 and PG-2
The existence of two types of PG, differing in their con-
nectivity with the olfactory nerve, seems to be conserved in
the OB of mammals, since it has been found in all the
species investigated until now. The first data were reported
in the rat OB (Kosaka et al. 1997, 1998; Toida et al. 1998,
2000). Thereafter, the presence of PG-1 and PG-2 was
reported in other macrosmatic species, including mouse,
musk shrew, mole, hedgehog, tree shrew and bat (Kosaka
and Kosaka, 2004). The present article describes for the
first time the presence of PG-1 and PG-2 in the OB of a
Fig. 7 CR-immunostaining in the macaque OB under light micros-
copy. a In the GL, CR-immunohistochemistry reveals the presence of
an abundant population of CR-containing PG (arrowheads) innervat-
ing the olfactory glomeruli. b A detailed view of the olfactory
glomeruli shows CR-containing puncta (arrows) in the glomerular
neuropil. Arrowheads point out some bundles of dendritic branches
and puncta. EPL external plexiform layer, GL glomerular layer, ONL
olfactory nerve layer. Scale bars a 30 lm; b 20 lm
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primate. Moreover, it demonstrates that both types of PG
are present not only in the glomerular circuits of macros-
matic species but also in those of microsmatic animals.
Altogether, these data suggest that the existence of PG-1
and PG-2 is a key point for the processing of the olfactory
information taking place in the olfactory glomeruli.
An interesting issue to discuss at this point is the exis-
tence of a link between the neurochemical features of the
different populations of PG and the type of PG that they
belong to. For example, the population of PG that
expresses TH belongs to the type 1 in all the species
investigated until now. This means that TH-containing PG
receive synapses from the olfactory nerve in all cases. This
datum suggests that the reception of sensory information
from the nerve should be closely related to the function that
TH-containing interneurons execute in the circuitry of the
olfactory glomeruli. It is well known that the TH-con-
taining PG-1 are dopaminergic and GABAergic (Kosaka
et al. 1995). It has been proposed that they could act as
switches that turn off the entrance of sensory information
by activating presynaptic D2 dopamine receptors, which
are located in the terminals of the olfactory nerve (Gut-
ie`rrez-Mecinas et al. 2005c). A recent article demonstrates
that the TH-containing PG-1 are the main source of inter-
glomerular connections in the mouse OB (Kosaka and
Kosaka 2008). These authors propose that these interneu-
rons could constitute an inhibitory intrabulbar association
system at the glomerular level (Kosaka and Kosaka 2011).
Fig. 8 Connectivity of the dendrites of the CR-containing PG in the
glomerular neuropil. a Semi-panoramic view of the glomerular
neuropil showing that the CR-containing profiles (arrows) are located
exclusively in the non-olfactory nerve zone (N-ONZ) and do not enter
within the olfactory nerve zone (ONZ). The drawn lines delimitate
the two compartments of the glomerular neuropil. b The dendrite of a
CR-containing PG receives an asymmetrical synaptic contact (arrow)
from the dendrite of a principal cell (mitral/tufted cell: M/T). In turn,
the M/T receives an asymmetrical synaptic contact (open arrow) from
the olfactory nerve (ON). c The dendrite of a CR-containing PG
makes a symmetrical synapse (arrow) on the dendrite of a principal
cell (mitral/tufted cell: M/T). d A CR-containing dendrite makes a
symmetrical synapse (arrow). Scale bars a 2 lm, b–d 500 nm
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Consequently, the reception of sensory information in an
olfactory glomerulus could trigger the GABAergic inhibi-
tion of other glomeruli, with the TH-containing PG-1 being
the cells involved in this inhibition. We lack similar data in
the macaque OB, but the conserved presence of a popu-
lation of TH-containing PG-1 in the olfactory glomeruli of
all the species of mammals investigated until now suggests
that these interneurons could carry out identical functions
in all these species.
The nNOS-containing PG are PG-1 in both macaques
and rats and, therefore, receive synapses from the olfactory
nerve. On the contrary, the CB-containing ones are PG-2 in
both species and therefore, do not receive synapses from
the olfactory axons. Interestingly, it has been reported that
the population of CB-containing PG-2 of the rat OB spe-
cifically expresses the enzyme soluble guanylyl cyclase,
which is the intracellular target for the action of the gas
nitric oxide (Gutie`rrez-Mecinas et al. 2005a, b, 2008).
Fig. 9 TH/nNOS, TH/CB, TH/CR, nNOS/CB, nNOS/CR and CB/CR
double immunofluorescence. The confocal images shown at low
magnification in the panels a–f represent flattened stacks of 5–7
1-lm-thick optical sections. The images shown at high magnification
in the panels a’–f’ represent single 1-lm-thick optical sections. a–f’
There is no colocalization for two markers in the same cells.
Therefore, the TH-, nNOS-, CB- and CR-containing PG constitute
four separate populations of neurons. Scale bars a–f 15 lm, a’–f’
10 lm
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Taking into account the circuitry of the olfactory glomer-
ulus, the population of nNOS-containing PG-1 could syn-
thetize nitric oxide as a response to the reception of
synaptic input from the terminals of the olfactory nerve. In
turn, the gas could trigger the synthesis of the second
messenger cGMP in the population of CB-containing PG-
2. In this way, the CB-containing PG-2 could respond
indirectly to the entrance of sensory information, although
they do not receive synaptic contacts from the olfactory
nerve (Gutie`rrez-Mecinas et al. 2005a, b, 2008). To date, it
has not been investigated the expression of the soluble
guanylyl cyclase in the macaque OB. Therefore, we cannot
assume a similar link between the nNOS- and the CB-
containing PG in the OB of this species. In spite of that, it
is interesting to remark that the nNOS-containing PG are
PG-1 and the CB-containing PG are PG-2 in the OB of
both species.
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ABSTRACT
The connectivity of the neurons of the olfactory bulb is highly idio-
syncratic and constitutes an exception to the general plan of how neu-
rons, and especially cortical neurons, construct circuits. The majority of
synaptic contacts in the circuits of the cortex are axo-dendritic. In these
contacts, the axon is the presynaptic element, which transmits the signal,
and the dendrite is the postsynaptic element, which receives the signal.
However, the majority of synaptic contacts in the circuits of the olfactory
bulb are dendro-dendritic. In fact, most of the neurons of the olfactory
bulb lack an axon. Moreover, a high percentage of the dendro-dendritic
synapses are reciprocal. This means that the roles of presynaptic and
postsynaptic element are not clearly defined, in clear contrast with the
universality of unidirectional synaptic transmission in the cortex and
elsewhere in the central nervous system. In this review, we analyze and
discuss some peculiarities of the circuits of the olfactory bulb. Anat Rec,
296:1401-1412, 2013. VC 2013 Wiley Periodicals, Inc.
Key words: olfaction; olfactory bulb; interneurons; synapses
The olfactory bulb is the region of the brain of verte-
brates that receives sensory information from the axons
of the olfactory receptor neurons located in the nasal
cavity. As a joke, we could say that the olfactory bulb is
“the part of the brain that most of the neuroscientists
left inside the skull when they extract the brain”. How-
ever, this modest area of the brain occupies a preferen-
tial site in most of the neuroscience books. The reason is
that it represents, in many aspects, an exception to the
rules that govern the organization and the connectivity
of cortical circuits.
When we bring to mind a typical neuron of the cortex,
we are thinking in a neuron with some dendrites and an
axon. And when we imagine how this neuron receives,
encodes and transmits information, we are thinking in
the Cajal’s universal law of dynamic polarization. The
Cajal’s universal law of dynamic polarization states that
a neuron receives signals on its dendrites and cell body
and transmits signals along its axon. The majority of the
neurons of the cortex comply with this law. However, the
majority of the neurons of the olfactory bulb do not. In
fact, most of the neurons of the olfactory bulb lack an
axon and transmit signals along their dendrites, estab-
lishing dendro-dendritic synaptic contacts.
Synaptic transmission is unidirectional in the circuits
of the cortex. This means that the presynaptic element
transmits the signal and the postsynaptic element
receives the signal. Contrary to this statement, the vast
majority of the neurons of the olfactory bulb establish
reciprocal synapses, a special type of synaptic contacts
in which the concepts of presynaptic and postsynaptic
elements are diffuse. In the reciprocal synaptic contacts,
the presynaptic element of an excitatory synapse is, at
the same time, the postsynaptic element for an
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inhibitory synapse. In turn, the presynaptic element of
the inhibitory synapse is, at the same time, the postsy-
naptic element for the excitatory one. The activation of
the dendro-dendritic reciprocal synapses does not
require an action potential in the implicated cells. These
synaptic interactions are local events that may affect to
specific dendritic segments.
Altogether, the peculiarities of the circuits of the olfac-
tory bulb convert this brain area into an area where the
exception is the rule. This review takes a look to some of
these peculiarities.
MOST OF THE NEURONS OF THE
OLFACTORY BULB LACK AN AXON
The first atypical feature of the bulbar circuitry is
that most of its neurons lack an axon. The absence of
axon was firstly described in granule cells. However,
recent investigations demonstrate that there are
“anaxonic” interneurons other than granule cells
(Fig. 1).
Granule Cells
Pioneering studies by Camillo Golgi (1875) and by
Santiago Ramon y Cajal (1904) investigated for the first
time the organization of the olfactory bulb of mammals
and described the morphology of its neurons. Both
authors provided the first evidences showing that gran-
ule cells lack an axon (Fig. 1A,B). When Golgi described
the morphology of the processes of granule cells, he
wrote: “Both the prolongations show the characteristics
of ‘protoplasmatic prolongations’. I cannot say with confi-
dence if another, a ‘nervous prolongation’, exists” (the
paragraph has been taken from the translation of the
original Italian text into English by Sepherd et al.
(2011)). It should be clarified that “protoplasmic
prolongation” was the term that Golgi used for a den-
drite and “nervous prolongation” was the term that
Golgi used for an axon. Cajal (1904) corroborated the
absence of axons in granule cells and posed the following
question: Which is the emitting process of these neu-
rons? As a working hypothesis, Cajal proposed that the
emitting processes should be the apical dendrites that
granule cells extend throughout the external plexiform
layer. Cajal described granule cells, saying: “the periph-
eral prolongation of granule cells shows an invariable
orientation and connectivity, always towards the plexi-
form zone, where it ends in a tuft of strongly spiny
branches in contact with the secondary dendrites of the
mitral cells”. And he added “the peripheral prolongation
would represent, if not morphologically, then dynami-
cally, a functional extension, because the nervous cur-
rent circulates along it following a cellulifugal direction,
as in the true axons”. This idea contradicted the Cajal’s
universal law of dynamic polarization, which stated that
dendrites only received signals and axons only emitted
signals. However, it provided an attractive explanation
for the circulation of the nervous current in the absence
of axon. The lack of appropriate neuroanatomical tools
held this theory unproved for more than sixty years.
Finally, in the 1960s, electron microscopy provided the
first morphological evidences showing the existence of
synaptic contacts from the peripheral dendrites of gran-
ule cells. Hirata (1964), Andres (1965) and Rall et al.,
(1966) analyzed for the first time the synaptic relation-
ships of the bulbar neurons and described three surpris-
ing findings in their articles. First, the distal portions of
the apical dendrites of granule cells contain spine-like
structures that form synaptic contacts on the dendrites
and somata of mitral and tufted cells. Second, the den-
drites and somata of mitral and tufted cells form synap-
tic contacts on the spine-like structures of the apical
dendrites of granule cells. Third, the synaptic contacts
between granule cells and principal cells form reciprocal
pairs.
At the beginning of the 70s, Thomas P.S. Powell and
his coworkers J.L. Price and A.J. Pinching investigated
Fig. 1. “Anaxonic” interneurons of the olfactory bulb stained using
the Golgi method. The images have been taken from hedgehog olfac-
tory bulb. A: Granule cell located in the upper granule cell layer (GCL).
A dendrite crosses the internal plexiform layer (IPL), the mitral cell
layer (MCL) and reaches the external plexiform layer (EPL), where it
ramifies (peripheral dendrites). A few short dendrites are directed
towards the deep portions of the GCL (deep dendrites). Note the
absence of axon in this cell and the presence of spine-like appen-
dages in the peripheral and deep dendrites. B: High magnification
shows the appendages (arrowheads) located in the branches of the
peripheral dendrites that granule cells have in the EPL. C: Interneuron
located in the EPL (open arrow) and granule cell located in the upper
GCL. These cells lack axon-like processes. Note that the interneuron
of the EPL displays multipolar morphology and its dendrites ramify
profusely in this layer. D: Interneuron of the EPL with piriform morphol-
ogy. This cell lacks axon. Its dendrites run throughout the EPL. Note
the presence of appendages in the dendritic branches. E: Periglomer-
ular cell with a dendrite innervating an olfactory glomerulus. Note the
absence of axon in this cell. EPL, external plexiform layer; IPL, internal
plexiform layer; MCL, mitral cell layer; GCL, granule cell layer.
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in detail the connectivity of the bulbar circuitry under
the electron microscope. They published a series of semi-
nal articles that, even today, are key references for
understanding the anatomical organization of this brain
area (Price and Powell, 1970a, 1970b, 1970c, 1970d;
Pinching and Powell, 1971a, 1971b, 1971c, 1972a,b).
Price and Powell, (1970a) analyzed the ultrastructure of
granule cells and corroborated the absence of an axon in
these neurons. These authors described the processes of
granule cells saying: “at their junction with the cell body
their appearance is typically dendritic; all the cytoplas-
matic organelles found in the cytoplasm extend into
these processes and none of the features of the initial
segments of axons are found”.
Price and Powell (1970a,b) also investigated the syn-
aptic relationships of these processes. They found that
the dendrites directed towards the deepest layers of the
olfactory bulb (deep dendrites) and the dendrites
directed towards the external plexiform layer (peripheral
dendrites) have different patterns of connectivity (Figs.
2 and 3). On the one hand, the deep dendrites are
always postsynaptic elements that receive symmetrical
and asymmetrical synapses from axon terminals (Fig. 2).
The symmetrical synapses are almost completely
restricted to the shafts of the dendrites, whereas the
asymmetrical synapses are found predominantly on
spines (Fig. 2). On the other hand, the peripheral den-
drites are at the same time presynaptic and postsynaptic
elements (Fig. 3). These dendrites have a high density of
large appendages, which are especially abundant in
their distal portions (Fig. 1A). These appendages are the
postsynaptic elements in the asymmetrical contacts that
granule cells receive from the dendrites of principal cells
and, at the same time, are the presynaptic elements in
the symmetrical synaptic contacts that granule cells
form on the dendrites of principal cells (Fig. 3). Rall
et al., (1966) coined the term ‘gemmules’ for referring to
these appendages, in order to distinguish them from the
typical spines. Therefore, in the literature on bulbar cir-
cuits, it is usual to employ the term ‘spine’ for referring
to the appendages that are always postsynaptic ele-
ments, and the term ‘gemmule’ for referring to the
appendages that are at the same time presynaptic and
postsynaptic. The investigations by Price and Powell
demonstrated unequivocally that the only emitting ele-
ments of granule cells are the gemmules located in their
peripheral dendrites. Therefore, these authors demon-
strated in the beginning of the 70s that the theory for-
mulated by Cajal seventy years earlier was correct.
The morphological data provided by the electron
microscopy gave the anatomical basis to explain the elec-
trophysiological data describing the granule cell/mitral
cell interactions. Electrophysiological investigations
reported since the 60s indicated that granule cells were
responsible for long-lasting inhibition of principal cells
(Green et al., 1962, Yamamoto et al., 1963, Phillips
et al., 1963). Rall and Shepherd (1968) published a
model for explaining the dendro-dendritic synaptic inter-
actions between these neurons. The model demonstrated
that an action potential backspread into the lateral den-
drite of a mitral cell could activate excitatory synapses
from the mitral cell onto the gemmules of granule cells.
In turn, the excitatory postsynaptic potential in the gem-
mules of granule cells could trigger the reciprocal inhibi-
tion back onto the lateral dendrite of the mitral cell.
Moreover, the electrotonic propagation of the excitatory
postsynaptic potential between the neighboring gem-
mules of the granule cell could cause the lateral inhibi-
tion of neighboring mitral cells. At present, it is well
known that glutamate and GABA are the neurotrans-
mitters involved in these interactions (Sassoe`-Pognetto
and Ottersen, 2000; see Shepherd et al., 2004 for a com-
prehensive review; Gabellec et al., 2007; Lagier et al.,
2007). Glutamate is released from the dendrites of the
mitral and tufted cells and activates NMDA and AMPA
receptors, which are localized on the gemmules of gran-
ule cells, clustered at postsynaptic specializations of the
asymmetrical synaptic contacts (Sassoe`-Pognetto and
Ottersen, 2000). In turn, GABA is released from the
gemmules of the granule cells and activates GABAA
receptors, which are localized on the dendrites of mitral
and tufted cells, clustered at postsynaptic specializations
of the symmetrical synaptic contacts (Sassoe`-Pognetto
and Ottersen, 2000).
Using patch clamp recordings and calcium imaging, it
has been demonstrated that the action potential evoked
Fig. 2. Connectivity of the spine-like appendages located in the deep dendrites of granule cells. The
images have been taken from rat olfactory bulb. A, B: The spines (sp) of the deep dendrites of granule
cells (Gr) receive asymmetric synaptic contacts from axon terminals (ax).
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in a mitral cell can backspread into the secondary den-
drites of this cell up to 1 mm from the cell body (Xiong
and Chen, 2002; Debarbieux et al., 2003). Therefore, if
the input into an olfactory glomerulus strongly activates
a mitral cell, this mitral cell can, in turn, activate gran-
ule cells over long distances. Then, the activated granule
cells can mediate the lateral inhibition of other mitral
cells connected to neighboring glomeruli that are less
strongly activated (see Shepherd et al., 2007 for a
review). Using this connectivity, granule cells contribute
to enhance the contrast between olfactory stimuli and
play a key role in the processing of odors.
Interneurons of the External Plexiform Layer
The external plexiform layer contains an abundant
population of interneurons. These cells were described in
the late 19th century, although their connectivity has
remained unknown until the end of the 20th century.
For this reason, they have been ignored and omitted
from the schemes of the bulbar circuits for many years.
Comprehensive investigations in the last two decades
have finally revealed the synaptic relationships and the
electrophysiological properties of the interneurons of the
external plexiform layer. These investigations demon-
strate that the majority of these neurons lack an axon
and establish dendro-dendritic synaptic contacts with
principal cells, adding a new “atypical” element to the
bulbar circuitry. At present, it is quite evident that these
interneurons are key players in the control of the firing
of principal cells and, therefore, in the control of the
processing of the olfactory signals.
The first detailed description of the interneurons of
the external plexiform layer was reported by Van
Gehuchten and Martin (1891) in the cat olfactory bulb
using the Golgi method. Using the same methodology,
subsequent studies have described them in the olfactory
bulb of hamsters (Schneider and Macrides, 1978) and
hedgehogs (Lopez-Mascaraque et al., 1990). Schneider
and Macrides used the term “Van Gehuchten cells” to
designate these neurons, as recognition of the first
description reported by Van Gehuchten and Martin. The
Golgi method allowed to distinguish the presence of sev-
eral processes in the interneurons of the external plexi-
form layer, but did not clarify whether these processes
were dendrites or axons (Fig. 1B,C). In fact, the presence
or the absence of axons in these cells has remained con-
troversial for many years. After studying the olfactory
bulb of hamsters, Schneider and Macrides (1978)
reported: “It is unclear from our material whether these
cells bear axons or whether they are amacrine inter-
neurons”. Similar doubts were reported by Lopez-
Mascaraque et al. (1990). These authors distinguished
three morphological types of interneurons in the exter-
nal plexiform layer of the hedgehog (Van Gehuchten
cells, satellite cells and horizontal cells) and made a
Fig. 3. Connectivity of the spine-like appendages located in the
peripheral dendrites of granule cells. The images have been taken
from rat olfactory bulb. A–D: Dendro-dendritic reciprocal synapses
between gemmules of granule cells (ge) and mitral and tufted cells (M/
T). Open arrows point to the asymmetric synaptic contacts from the
dendrites of the mitral and tufted cells to the gemmules. Arrows point
to the symmetric synaptic contacts from the gemmules to the den-
drites of the mitral and tufted cells. Note that round vesicles are
attached to the asymmetric contacts and flattened vesicles are
attached to the symmetric ones.
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comprehensive description of the three types. However,
they could not classify their processes as dendrites or
axons. They literally wrote in this article: “All these cells
display unusual patterns of branching processes that
were difficult to classify as dendritic or axonal”.
The connectivity of the interneurons of the external
plexiform layer has also remained elusive for many
years. Analyzing the distribution of their processes,
some authors proposed that they could form inhibitory
synapses on the peripheral dendrites of granule cells,
contributing to the disinhibition of principal cells (Price
and Powell, 1970b, 1970d; Schneider and Macrides,
1978). However, other authors noted the close relation-
ship between their processes and the dendrites of mitral
and tufted cells (Lopez-Mascaraque et al., 1990) and sug-
gested that they could innervate principal cells (Sanides-
Kohlrausch et al., 1990). Finally, the immunohistochemi-
cal detection of specific markers and their combination
with electron microscopy were the appropriate anatomi-
cal tools for solving the doubts about the connectivity of
the interneurons of the external plexiform layer (Toida
et al., 1994, 1996). These cells express specifically the
calcium binding protein parvalbumin (PV) or the vasoac-
tive intestinal polypeptide (VIP) in rats, mice, cats or
hedgehogs (Lopez-Mascaraque et al., 1989; Sanides-
Kohlrausch et al., 1990; Kosaka et al., 1994; Toida et al.,
1994, 1996; Crespo et al., 2001, 2002; Kosaka and
Kosaka, 2008). Taking advantage of this fact, the labora-
tory of Dr. Kosaka analyzed the morphology and the con-
nectivity of the PV-containing interneurons in the
external plexiform layer of the rat olfactory bulb under
light and electron microscopy (Kosaka et al., 1994; Toida
et al., 1994, 1996). Using serial ultrathin sections, these
authors found that most of the analyzed neurons lacked
an axon. In order to elucidate the output elements of
these ‘anaxonic’ cells, they reconstructed some segments
of their dendrites and analyzed their synaptic relation-
ships. The analysis demonstrated that the dendrites
were engaged in dendro-dendritic reciprocal synaptic
contacts with principal cells (Toida et al., 1994, 1996).
Thereafter, Crespo et al. (2002) investigated the connec-
tivity of the interneurons of the external plexiform layer
of the hedgehog olfactory bulb, using VIP and PV as
neuroanatomical markers. These authors found in the
hedgehog similar results to those reported by Toida and
co-workers in the rat: The VIP/PV-containing interneur-
ons of the external plexiform layer lacked an axon and
established dendro-dendritic and dendro-somatic recipro-
cal synaptic contacts with principal cells (Fig. 4).
The data reported by Toida et al. (1994, 1996) and
Crespo et al. (2002) demonstrate that there are two
types of neurons engaged in dendro-dendritic reciprocal
synapses with principal cells in the neuropil of the exter-
nal plexiform layer: the PV/VIP-containing interneurons
located in this layer and the granule cells. This raises
the interesting question of whether both types of inter-
neurons play identical roles in the bulbar circuitry. In
other words: Are both types of interneurons responsible
for the lateral inhibition of principal cells in the external
plexiform layer? Morphological, neurochemical and elec-
trophysiological evidences suggest that the role that the
interneurons of the external plexiform layer play in the
bulbar circuitry is completely different from that played
by granule cells. As we have discussed above, granule
cells are responsible for the lateral inhibition of mitral
and tufted cells and contribute to enhance the contrast
between odor stimuli. The role of the PV/VIP-containing
interneurons of the external plexiform layer has not
been demonstrated yet by electrophysiology. However,
neuroanatomical data suggest that these interneurons
can contribute to the perisomatic inhibition of principal
cells (Crespo et al., 2002). In fact, they display some sim-
ilarities with the basket cells described in other cortical
regions (Crespo et al., 2001, 2002). The similarities can
be summarized as follows. First, the interneurons of the
external plexiform layer innervate densely the periso-
matic region of principal cells, where the inhibition is
most effective. The perisomatic innervation is quite evi-
dent in the olfactory bulb of the hedgehog (Erinaceus
europaeus), a macrosmatic mammal (Crespo et al.,
2002). In this species, the varicosities of the dendrites of
the VIP-containing interneurons located in the external
plexiform layer form basket-like arrangements sur-
rounding the somata of principal cells (Fig. 5). Even a
set of these interneurons give rise to short dendritic
shafts that embrace completely the cell body of the prin-
cipal cells, in an ‘exuberant’ basket-like arrangement
(Fig. 5C). Second, a typical neurochemical feature of bas-
ket cells is that they express the calcium binding protein
PV, which has been related with the fast-spiking proper-
ties of these neurons. The majority of the interneurons
of the external plexiform layer also express PV in sev-
eral species, including rats, mice or hedgehogs. More-
over, electrophysiological data have demonstrated that
many interneurons of the external plexiform layer
exhibit electrophysiological properties similar to those
found in the fast-spiking interneurons of other cortical
regions (Hammilton et al., 2005). Third, ultrastructur-
ally, the appendages and varicosities of these interneur-
ons that are involved in the dendro-dendritic synaptic
contacts resemble the presynaptic axon terminals of the
basket cells: large profiles displaying abundant mito-
chondria (Fig. 4). If we compare the gemmules of the
interneurons of the external plexiform layer and those of
granule cells, it is quite evident that the former are
larger and contain many more mitochondria than the
later (Fig. 4D). The abundance of mitochondria in the
presynaptic elements is a typical feature shared by
GABAergic neurons that have high firing rates (such as
basket cells). It is widely accepted that the perisomatic
inhibition of a neuron exerts a control over the timing of
the action potential in this neuron. Therefore, the inter-
neurons of the external plexiform layer could play a role
in the modulation of the firing of principal cells, and,
consequently could modulate the timing of the transmis-
sion of olfactory information to the olfactory cortex.
The data discussed above are valid for the majority of
the interneurons located in the external plexiform layer.
These neurons constitute a heterogeneous group com-
posed of medium-sized GABAergic cells that express PV
and VIP. Morphologically, they correspond to the Van
Gehuchten cells, the multipolar cells and/or the satellite
cells previously reported in hamsters (Schneider and
Macrides, 1978), rats (Kosaka et al., 1994) and hedge-
hogs (Lopez-Mascaraque et al., 1989, 1990). Recently,
Kosaka and Kosaka (2011) proposed that these neurons
might be named tentatively “anaxonic multipolar exter-
nal plexiform layer neurons”. At this point, it should be
noted that the external plexiform layer also contains a
group of large PV-containing interneurons (Kosaka and
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Kosaka, 2008), which bear an axon and, therefore, can-
not be included in the group of “anaxonic” cells. In addi-
tion, it has been recently reported that the external
plexiform layer of the rat olfactory bulb contains a popu-
lation of interneurons that do not express PV. Among
them, there are some tyrosine hydroxylase-containing
interneurons, which bear axons and are not engaged in
dendro-dendritic synaptic contacts with principal cells
(Liberia et al., 2012a).
Periglomerular Cells
Pioneering studies by Camillo Golgi (1875) and San-
tiago Ramon y Cajal (1904), described periglomerular
cells as axon-bearing neurons. In the same way, Pinch-
ing and Powell (1971a), using the Golgi method,
described the presence of axons in some periglomerular
cells. However, these authors noted that these axons
were not always evident in Golgi-stained material, even
after repeated impregnations (Fig. 1D). In order to
investigate the existence of “anaxonic” periglomerular
cells, they analyzed a few of these interneurons in serial
sections using electron microscopy. The analysis revealed
the presence of axons in all of the analyzed cells. How-
ever, the authors were far from asserting that all peri-
glomerular cells bore an axon. They recognized that the
low sampling of their electron-microscopic analysis did
not allow to discard the existence of “anaxonic” periglo-
merular cells. Moreover, they reported in their article:
“the absence of an axon in the granule cells, to which
the periglomerular cells may be entirely analogous, sug-
gest the possibility that some periglomerular cells may
be entirely lacking in an axonal process” (Pinching and
Powell, 1971a).
Other techniques, such as the intracellular injection
of biocytin or fluorescent dyes have shown that some
periglomerular cells bear axon, but have failed to show
the axon in other ones (McQuiston and Katz, 2001; Zhou
et al., 2006; Gire and Schoppa, 2009). Zhou and co-
workers recorded and analyzed using two-photon micros-
copy a total number of 86 periglomerular cells. These
authors indicated explicitly in their article that “some
periglomerular cells lack axon” and they add: “This sup-
ports the work of Pinching and Powell with the Golgi–
Fig. 4. Connectivity of the spine-like appendages and varicosities of
the dendrites of the anaxonic interneurons of the external plexiform
layer. The images have been taken from rat olfactory bulb. A–D:
Dendro-dendritic synapses between the interneuron of the external
plexiform layer (IEPL) and mitral and tufted cells (M/T). Open arrows
point to the asymmetric synaptic contacts from the dendrites of the
mitral and tufted cells to the interneurons. Arrows point to the sym-
metric synaptic contacts from the interneurons to the dendrites of the
mitral and tufted cells. Note the abundance of mitochondria in the
large profiles of the interneurons of the external plexiform layer. In D,
we can compare the ultrastructural features of the profile belonging to
an IEPL and the profile of a granule cell (Gr). Note the high number of
mitocondria filling the IEPL profile.
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Kopsch staining method indicating that some periglo-
merular cells might have no axon, as is the case with
granule cells”.
The existence of “anaxonic” periglomerular cells has
also been discussed in a review on bulbar interneurons
published recently by Kosaka and Kosaka (2011). These
authors indicate in their article: “At present it might be
most plausible that there are both axon-bearing periglo-
merular cells and anaxonic periglomerular cells”. What-
ever the case, periglomerular cells are not “typical
neurons,” since they are engaged in dendro-dendritic
reciprocal synapses with principal cells, in a similar way
to granule cells and the majority of the interneurons of
the external plexiform layer (Fig. 6). Taking into account
this connectivity, one can consider that periglomerular
cells are somehow analogous to the other “anaxonic”
interneurons of the olfactory bulb, regardless of the exis-
tence or absence of axon. The synaptic relationships of
their dendrites have been described in detail by Pinch-
ing and Powell (1971a,b). These authors reported that
periglomerular cells receive in their dendrites asymmet-
rical synapses from the terminals of the olfactory nerve
and from the dendrites of the mitral and tufted cells. In
turn, periglomerular cells form symmetrical synapsis
from their dendrites on the dendrites of the mitral and
tufted cells. The synaptic relationships with principal
cells may occur in a reciprocal manner. In fact, Pinching
and Powell, following the convention of Rall et al.
(1966), used the term “gemmules” for referring to the
periglomerular cell dendritic appendages of spine-like
morphology that are, at the same time, presynaptic, and
postsynaptic structures.
The connectivity of the dendrites of the periglomeru-
lar cells has been reanalyzed more recently (Kosaka
et al., 1995, 1997, 1998, 2001; Toida et al., 2000; Wer-
uaga et al., 2000; Crespo et al., 2002; Gutierrez-Mecinas
et al., 2005; Baltanas et al., 2011; Liberia et al., 2012b).
These studies demonstrated that not all periglomerular
cells received synaptic contacts from the olfactory nerve.
In this regard, Kosaka et al. described two types of peri-
glomerular cells: Type 1 periglomerular cells, which
receive synapses from the olfactory nerve and type 2
periglomerular cells, which do not receive synapses from
the olfactory nerve. Both types are engaged in dendro-
dendritic reciprocal synaptic contacts with principal cells
(Liberia et al., 2012b).
The role of periglomerular cells in the bulbar circuitry
has been studied recently. The latest investigations indi-
cate that at least two sets of periglomerular cells exist,
which may play different functions in the circuits of the
Fig. 5. Perisomatic innervation of principal cells by the interneurons
of the external plexiform layer. The images have been taken from
hedgehog olfactory bulb and show PV and VIP double immunocyto-
chemistry. VIP is a specific marker for the interneurons of the external
plexiform layer and PV is a marker for a population of mitral and tufted
cells in the hedgehog olfactory bulb. VIP immunocytochemistry is
developed using DAB conjugated with Nickel (dark black precipitate)
and PV is developed using DAB (weak brown precipitate). A: The
appendages and varicositites of the VIP-containing interneurons of the
external plexiform layer form basket-like arrangements surrounding
the cell bodies of principal cells (arrows). B: High magnification shows
details of the perisomatic innervation of two PV-containing principal
cells (brown staining) by VIP-containing processes. C: A VIP-
containing interneuron of the external plexiform layer gives rise to a
short dendrite that embraces the somata of a principal cell (asterisk).
D: The processes of the interneurons of the external plexiform layer
form basket-like structures surrounding the somata of two principal
cells (asterisks). E: The varicosities of the VIP-containing interneurons
(arrows; black precipitate) surround the cell body of a PV-containing
tufted cell (brown precipitate).
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olfactory glomeruli (Kosaka and Kosaka, 2008; Kiyokage
et al., 2010; Kosaka and Kosaka, 2011). On the one
hand, there is a set of periglomerular cells, which extend
their axons long distances (more than 500 mm) through-
out the glomerular layer. These cells innervate distant
glomeruli and are responsible for interglomerular con-
nections. They may mediate a type of lateral inhibition
at the glomerular level, contributing to contrast
enhancement between odor signals. On the other hand,
there is a set of periglomerular cells, which restrict their
processes to one glomerulus and participate in
“uniglomerular” circuitry. These cells could be “anaxonic”
or could have a short axon extending near the soma.
They may mediate intraglomerular self-inhibition pro-
viding a bimodal control of on/off glomerular signaling
(Gire and Schoppa, 2009). This mechanism might con-
tribute to filter odor signals as an alternative to the
mechanisms of lateral inhibition (Gire and Schoppa,
2009).
In summary, we can conclude that the vast majority
of bulbar interneurons share two atypical features: the
absence of an axon and the establishment of dendro-
dendritic reciprocal synaptic contacts with principal
cells. Here, we have discussed some of the recent investi-
gations that have expanded the population of bulbar
‘anaxonic’ neurons, including in this group an abundant
population of interneurons located in the external plexi-
form layer and, probably, a set of periglomerular cells.
For many years, the abundant population of interneur-
ons located in the external plexiform layer has been
deliberately omitted from the schemes of the bulbar cir-
cuitry. Since these cells exert a strong perisomatic inner-
vation of principal cells, it is quite evident that they
should play a key role in the processing of olfactory
information. Therefore, they should not be omitted from
the schemes of the bulbar circuits anymore.
Although most of the interneurons of the olfactory
bulb lack an axon, it should be noted here that there is
a population of interneurons in the olfactory bulb that
bear axon. These interneurons are commonly named
“short-axon cells” and resemble to the “typical” inter-
neurons of other cortical areas. The connectivity of the
short-axon cells is heterogeneous and their role in the
processing of odors remains to be elucidated. It has been
demonstrated that a group of short-axon cells innervate
other short-axon cells specifically (Gracia-Llanes et al.,
2003). In addition, anatomical and electrophysiological
data indicate that a group of short axon cells innervate
periglomerular cells and granule cells and modulate the
disinhibition of principal cells (Pressler and Strowbridge,
2006; Eyre et al., 2008). Finally, it has been reported
that a few short-axon cells have extrabulbar projections
(Eyre et al., 2008).
MOST OF THE BULBAR NEURONS CAN
INITIATE ACTION POTENTIALS FROM THEIR
DENDRITES
In mammalian central neurons, it is well known that
dendrites can generate impulses. For example, weak
excitatory synaptic activation in hippocampal and neo-
cortical pyramidal cells elicits a somatic impulse which
can back-spread into the dendrites (Jaffe et al., 1992).
Higher excitation can shift the impulse trigger zone to
apical dendrites (Regehr and Armstrong, 1994). How-
ever, the impulses elicited in the dendrites of cortical
neurons are purely local events. The excitable responses
of the dendrites are not able to propagate effectively to
the soma and axon and, therefore, are not able to initi-
ate an action potential (Chen et al., 1997). For this rea-
son, it can be considered that the axon initial segment is
the only site for the initiation of the action potential at
all intensities of synaptic input.
Again, the neurons of the olfactory bulb constitute an
exception to this rule. On the one hand, most of the bul-
bar neurons do not have axon, as we have discussed
above. Thereby, they should initiate action potentials in
their dendrites. On the other hand, some of the neurons
that have axon, such as the mitral and tufted cells, can
initiate impulses in either the axon hillock or the distal
portions of the primary dendrite (Chen et al., 1997).
Classical evidences indicate that the “anaxonic” cells
of the olfactory bulb generate action potentials. Granule
cells can generate two types of spike potentials: large
amplitude spikes and small partial spikes (Mori and
Takagi, 1978). The small partial spikes may be produced
Fig. 6. Connectivity of the dendrites of the periglomerular cells. The
images have been taken from rat (A) and monkey (B) olfactory bulbs.
A: The olfactory nerve establishes two asymmetric synaptic contacts
(open arrows) on the dendrite of a periglomerular cell (PG) and on the
dendrite of a principal cell (M/T). In turn, the dendrite of the PG forms
symmetrical synapsis (arrow) on the dendrite of the M/T. B: Dendro-
dendritic reciprocal synapses between a periglomerular cell (PG) and
a mitral/tufted cell (M/T). The arrow points to the symmetrical synapsis
from the PG to the M/T and the open arrow points to the asymmetrical
synapsis from the M/T to the PG. The PG is immunostained for tyro-
sine hydroxylase (electrondense precipitate of osmium-DAB).
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in the “gemmules” located in the distal portions of their
dendrites. It is well known that the activation of the
synapses from the gemmules of granule cells do not
require a presynaptic action potential. The depolariza-
tion of the presynaptic membrane itself can activate
these synapses at individual gemmules. Such a depolari-
zation produced at individual gemmules can spread elec-
trotonically towards the neighboring gemmules of the
same granule cell (Rall and Sepherd, 1968; Mori and
Takagi, 1978). The large amplitude spikes cannot be
generated in the gemmules, however. They may be eli-
cited in the somata or proximal segments of the den-
drites and may spread to the distal portions of the
dendrites in order to activate remote gemmules.
The “anaxonic” interneurons of the external plexiform
layer respond to depolarizing currents generating action
potentials. It has been demonstrated that these
responses to depolarization resemble those of the late-
and fast-spiking interneurons found in different cortical
areas (Hamilton et al., 2005). The site of origin of an
action potential has not been yet localized in the
“anaxonic neurons” by electrophysiology (Egger, 2008).
However, recent neuroanatomical investigations from
the laboratory of Dr. Kosaka have provided interesting
data that are contributing to clarify where these sites
are located. The cytoskeletal protein bIV-spectrin regu-
lates sodium channel clustering through ankyrin-G at
axon initial segments and nodes of Ranvier in the cen-
tral and peripheral nervous system (Berghs et al., 2000;
Komada and Soriano, 2002). For this reason, these mole-
cules have been regarded as specific markers for the
axon initial segments of the neurons. In order to investi-
gate whether the ‘anaxonic’ neurons of the olfactory bulb
express these markers, Kosaka and Kosaka (2008) and
Kosaka et al. (2008) have analyzed the localization of
bIV-spectrin, ankyrin-G and sodium channel clusters in
the bulbar circuits using immunocytochemical methods.
When these authors analyzed the ‘anaxonic’ interneur-
ons of the external plexiform layer, they found no posi-
tive thin axon-like processes in these cells. However,
they found that bIV-spectrin, ankyrin-G and sodium
channel clusters were located in patch-like segments of
their dendrites. Interestingly, Kosaka et al. (2008) have
demonstrated using electron microscopy that these den-
dritic segments display a membrane undercoating simi-
lar to the typical one that appears in the initial
segments of the axons and in the nodes of Ranvier of the
neurons. Taking together these data, Kosaka and co-
workers have proposed that the patch-like segments of
the dendrites that contain bIV-spectrin, ankyrin-G and
sodium channel clusters are ‘hot spots’, which might cor-
respond to the spike initiation sites of the ‘anaxonic’
interneurons of the external plexiform layer. Three
dimensional measurements of the ‘hot spots’ have
revealed that they are located in proximal portions of
the dendrites, but also in more distal branching portions
or even in some varicosities.
In a similar way, Kosaka et al. (2008) have analyzed
the expression of bIV-spectrin, ankyrin-G, and sodium
channel clusters in some populations of granule cells
and periglomerular cells. They have found “hot spots” in
the dendrites of a small fraction of calretinin-containing
granule cells, which could correspond to the action
potential initiation sites of these neurons. The dendritic
“hot spots” are also present in a group of periglomerular
cells that expresses the neuronal isoform of the enzyme
nitric oxide synthase (Kosaka et al., 2008). However, the
neurochemical populations of periglomerular cells that
express calretinin, parvalbumin, calbindin D-28k and
tyrosine hydroxylase do not contain “hot spots” in their
dendrites (Kosaka and Kosaka, 2008; Kosaka et al.,
2008). Interestingly, the nitric oxide synthase-positive
periglomerular cells that contain dendritic “hot spots”
bear a thin axon-like process, which does not contain
bIV-spectrin, ankyrin-G nor sodium channel clusters
(Kosaka et al., 2008).
Mitral and tufted cells provide a model for multiple
impulse initiation sites within a neuron. At weak levels
of synaptic excitation, the action potential is initiated at
the soma-axon hillock and back-propagates into the den-
drites. With higher intensity of dendritic depolarization,
the cell initiates active responses of the dendrites. These
responses consist of impulses that have large amplitude
and rapid time course and that lead directly to impulse
generation at the soma. In a range of excitatory postsy-
naptic potential amplitude, strong inhibitory input in
the soma or in the axon initial segment of the mitral cell
can shift the impulse origin to the distal primary den-
drite. Then, the direction of the impulse propagation
into the dendrite changes from backward to forward
(Chen et al., 1997). Kosaka et al. (2008) reported that
the axon initial segments of the mitral cells expressed
bIV-spectrin, ankyrin-G and sodium channel clusters.
However, they did not examine the presence of these
markers in the dendrites of the mitral cells. More
detailed analyses of the mitral cell dendrites should be
done in order to investigate whether they display “hot
spots,” which could indicate the presence of sites of ini-
tiation of action potential in these structures.
The presence of dendritic “hot spots” has also been
investigated in the neurons of various regions of the cen-
tral nervous system, such as the hippocampus, the cere-
bral cortex and the cerebellum (Kosaka et al., 2008). The
existence of dendritic “hot spots” has not been reported
in neurons other than those described in the olfactory
bulb.
DENDRO-DENDRITIC VERSUS
AXO-DENDRITIC SYNAPTIC CONTACTS IN
THE OLFACTORY BULB
Dendro-dendritic synapses are not exclusive of the
neurons of the olfactory bulb. Dendritic signaling has
been described in several regions of the central nervous
system, including the thalamus, the brainstem, the sub-
stantia nigra and the retina (Dowling, 1968; Cheramy
et al., 1981; Ludwig and Pittman, 2003; Urban and Cas-
tro, 2010). The exceptionality of the olfactory bulb is
that it is the region of the brain of vertebrates where
dendro-dendritic synapses are more prominent. In fact,
the dendro-dendritic synaptic contact is the most abun-
dant type of synapsis in the bulbar circuitry. The entire
population of principal cells (mitral and tufted cells) and
at least three types of bulbar interneurons (granule
cells, periglomerular cells and a population of interneur-
ons located in the external plexiform layer) are engaged
in dendro-dendritic synapses. Some elements that inte-
grate the circuits of the olfactory bulb establish axo-
dendritic and axo-somatic synapses in addition to the
dendro-dendritic ones (Figs. 6A and 7). Glutamatergic
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axo-dendritic synapses are found between the olfactory
nerve and the dendrites of principal cells and type 1
periglomerular cells (Fig. 6A). They are also found
between the axon collaterals of the principal cells and
the dendrites of granule cells (Fig. 7B) and between the
axon terminals of the pyramidal cells of the olfactory
cortex and the dendrites of the bulbar interneurons. In
turn, GABAergic axo-dendritic synapses are found
between the axon terminals of the bulbar short-axon
cells and the dendrites of other bulbar interneurons
(Gracia-Llanes et al., 2003) or between the axons from
the basal forebrain and the dendrites of bulbar inter-
neurons (Gracia-Llanes et al., 2010).
Dendro-dendritic synapses in the olfactory bulb share
several points with axo-dendritic synaptic transmission
in cortical circuits. Morphologically, the glutamatergic
synaptic contacts from the dendrites of principal cells
show clusters of round vesicles associated with asym-
metric synaptic junctions (Figs. 3 and 4). In turn, the
GABAergic synaptic contacts from the dendrites of the
interneurons show clusters of flattened vesicles associ-
ated with symmetric synaptic junctions (Figs. 3 and 4).
These morphological features are identical to those of
the standard glutamatergic and GABAergic axo-
dendritic synapses in the cerebral cortex (Figs. 6A and
7). The only difference is that the glutamatergic synap-
ses from the dendrites of the mitral and tufted cells con-
tain fewer vesicles than the glutamatergic synapses
from the axons, suggesting a lesser release of glutamate
from the dendrites.
The principles underlying the glutamatergic and the
GABAergic transmission seem to be the same at dendro-
dendritic and axo-dendritic synapses (Isaacson and
Strowbridge, 1998; Sassoe`-Pognetto and Ottersen, 2000;
Nusser et al., 1994; Bernard and Bolam, 1998). As with
axonic synapses, it has been demonstrated that gluta-
mate release from the dendrites of the mitral and tufted
cells depends on the opening of voltage-activated calcium
channels and the elevation of intracellular calcium levels
(Isaacson and Strowbridge, 1998; Urban and Castro,
2010). Glutamate acts through both, NMDA and AMPA
receptors, which are located at the asymmetric synapses,
clustered at the postsynaptic specializations on the gem-
mules of granule cells (Sassoe`-Pognetto and Ottersen,
2000; Urban and Castro 2010). GABA release from the
gemmules of granule cells also depends on voltage-
activated calcium channels (Isaacson and Strowbridge,
1998). The neurotransmitter acts through GABAA recep-
tors, which are located at the symmetrical synapses,
clustered at the postsynaptic specializations on the den-
drites of mitral and tufted cells (Sassoe`-Pognetto and
Ottersen, 2000).
In spite of the similarities with the axo-dendritic syn-
apses, the dendro-dendritic synaptic contacts of the
olfactory bulb also have some unusual properties that
we can summarize as follows: First, the vast majority of
the dendro-dendritic synaptic contacts in the olfactory
bulb are reciprocal. This fact implies that the roles of
the presynaptic and postsynaptic elements are confused.
Moreover, it implies that a mitral cell could influence
the inhibition that it receives from granule cells. Second,
dendro-dendritic synapses can be activated by two differ-
ent ways. On the one hand, the dendro-dendritic synap-
ses between granule cells and mitral cells can be
triggered by a variety of subthreshold events. This
means that these synapses can mediate lateral inhibi-
tion independently of axonal action potentials (Isaacson
and Strowbridge, 1998). For example, a mitral cell can
activate a specific cluster of granule cells although it
does not depolarize any of them enough to elicit an
action potential. On the other hand, dendro-dendritic
synapses can also be activated by the propagation of an
action potential. For example, when a granule cell fires
an action potential that propagates along the complete
dendritic tree, the propagation elicits the activation of
remote gemmules mediating thus recurrent inhibition.
Third, dendro-dendritic synapses depend on NMDA
receptors rather than on AMPA receptors for their acti-
vation (Isaacson and Strowbridge, 1998; Schoppa et al.,
1998).
The predominance of this particular type of synaptic
interactions in the olfactory bulb circuitry suggests that
the unique properties of these synapses are relevant for
understanding the processing of olfactory information.
Models simulating dendro-dendritic reciprocal synapses
between networks of mitral cells and granule cells have
Fig. 7. Axo-dendritic asymmetric synapses in the olfactory bulb. The images have been taken from rat
olfactory bulb. A: An axon (ax) of unidentified origin establishes an asymmetrical synaptic contact (open
arrow) on a dendritic profile (d) in the internal plexiform layer. B: An axonal bouton of a CCK-containing
tufted cell (ax) establishes an asymmetrical synaptic contact (open arrow) on the dendrite of a putative
granule cell (d).
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helped us to understand how this particular connectivity
can influence the representations of olfactory stimuli
(Urban and Arevian, 2009). These models predict that,
when an odor generates very high firing rates in a
mitral cell, then, the activity of this mitral cell is mini-
mally influenced by other mitral cells activated by the
presence of other odors. This means that intense odors
are less influenced by background odors. On the con-
trary, if an odor elicits low or moderate firing rates in a
mitral cell, then, the activity of this mitral cell is
strongly influenced by lateral inhibition. This means
that the representation of weak odors may be strongly
influenced by the olfactory context (Urban and Arevian,
2009).
CONCLUSIONS
As we have analyzed here, the circuits of the olfactory
bulb represent, in many aspects, an exception to the
rules that govern the connectivity of cortical circuits. To
simplify, one could say that the circuits of the olfactory
bulb are integrated by three main categories of neurons.
The first category is integrated by principal cells: mitral
and tufted cells. Mitral and tufted cells have axons,
which form synaptic contacts (Fig. 7), in a similar way
to principal cells of all the cortical regions. However,
mitral and tufted cells also show “atypical” features that
distinguish them from principal cells of other cortical
regions: they are engaged in dendro-dendritic and in
somato-dendritic reciprocal synaptic contacts with inter-
neurons. The second category of bulbar neurons is inte-
grated by granule cells, periglomerular cells and by most
of the interneurons located in the external plexiform
layer. All of these neurons are engaged in dendro-
dendritic reciprocal synapses with principal cells and the
vast majority of them are anaxonic. The third category
is integrated by a restricted group of interneurons that
are not engaged in dendro-dendritic reciprocal synapses.
These neurons have axons and do not innervate princi-
pal cells. They are commonly named “short-axon cells”
and resemble other interneurons of the cortex.
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The olfactory bulb (OB) of mammals receives cholinergic afferents from the horizontal
limb of the diagonal band of Broca (HDB). At present, the synaptic connectivity of
the cholinergic axons on the circuits of the OB has only been investigated in the rat.
In this report, we analyze the synaptic connectivity of the cholinergic axons in the OB
of the cynomolgus monkey (Macaca fascicularis). Our aim is to investigate whether
the cholinergic innervation of the bulbar circuits is phylogenetically conserved between
macrosmatic and microsmatic mammals. Our results demonstrate that the cholinergic
axons form synaptic contacts on interneurons. In the glomerular layer, their main targets
are the periglomerular cells, which receive axo-somatic and axo-dendritic synapses.
In the inframitral region, their main targets are the granule cells, which receive synaptic
contacts on their dendritic shafts and spines. Although the cholinergic boutons were
frequently found in close vicinity of the dendrites of principal cells, we have not found
synaptic contacts on them. From a comparative perspective, our data indicate that
the synaptic connectivity of the cholinergic circuits is highly preserved in the OB of
macrosmatic and microsmatic mammals.
Keywords: olfaction, acetylcholine, synapses, non-human primates, interneurons
Introduction
It is widely known that the olfactory bulb (OB) of mammals receives projections from cholinergic
neurons located in the horizontal limb of the diagonal band of Broca (HDB; Broadwell and
Jacobowitz, 1976; Godfrey et al., 1980; Macrides et al., 1981; Mesulam et al., 1983; Carson, 1984;
Rye et al., 1984; Záborszky et al., 1986). Abundant literature demonstrates that the distribution of
the cholinergic axons throughout the OB shows a laminar pattern, which remains constant in all
the mammalian species analyzed so far, including macrosmatic animals such as rats (Godfrey et al.,
1980; Zheng et al., 1987; Nickell and Shipley, 1988; Ojima et al., 1988; Le Jeune and Jourdan, 1991;
Butcher et al., 1992; Phelps et al., 1992; Kasa et al., 1995; Arvidsson et al., 1997; Ichikawa et al.,
1997; Gómez et al., 2005), mice (Carson and Burd, 1980; Weruaga et al., 2001; Salcedo et al., 2011),
hamsters (Macrides et al., 1981), cats (Kimura et al., 1981), rabbits (Chao et al., 1982) or hedgehogs
(Crespo et al., 1999) and microsmatic species such as monkeys (Porteros et al., 2007) or humans
(Kovacs et al., 1998).
The cholinergic axons innervate all the layers of the OB, with the exception of the olfactory
nerve layer. The glomerular layer and the internal plexiform layer are the strata that contain the
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highest density of cholinergic fibers (Carson and Burd, 1980;
Godfrey et al., 1980; Macrides et al., 1981; Crespo et al., 1999;
Porteros et al., 2007). This distribution pattern suggests that
the cholinergic modulation of the bulbar circuits occurs at two
different levels. On the one hand, the cholinergic axons may
influence the entrance of sensory information at the level of
the olfactory glomeruli (Nickell and Shipley, 1988; Crespo et al.,
2000). On the other hand, they may modulate the status of
inhibition/disinhibition of the principal cells, influencing the
activity of the granule cells at the level of the internal plexiform
and granule cell layers (Nickell and Shipley, 1988; Crespo et al.,
2000).
It is widely accepted that cholinergic neurons exert their
actions in the central nervous system through synaptic and
extrasynaptic mechanisms. At present, the synaptic connectivity
of the cholinergic axons on the circuits of the OB has only
been investigated in the rat (Le Jeune and Jourdan, 1993;
Kasa et al., 1995). By combining choline acetyltransferase
(ChAT) immunohistochemistry and electron microscopy, Kasa
et al. (1995) demonstrated that the cholinergic axons establish
asymmetrical synaptic contacts on the dendrites of some bulbar
interneurons, these including periglomerular cells, granule cells
and superficial short-axon cells. On the contrary, they did not
find synaptic contacts from cholinergic fibers on principal cells.
Unfortunately, there are no data describing the synaptic
connectivity of cholinergic fibers on the bulbar circuits of
microsmatic species. In this context, our aim here is to investigate
the synaptic connectivity of the cholinergic axons on the circuits
of the OB of the cynomolgus monkey (Macaca fascicularis).
For this purpose, we have combined immunohistochemical
techniques with electron microscopy. Previous reports have
demonstrated that the vesicular acetylcholine transporter
(VAChT) appears in the preterminal- and terminal-like portions
of cholinergic axons (Arvidsson et al., 1997; Ichikawa et al.,
1997). Therefore, we have used antibodies against VAChT
in order to stain the presynaptic elements of the cholinergic
synapses.
Material and Methods
Animals and Tissue Processing
The OBs from four adult male cynomolgus monkeys (Macaca
fascicularis) were used in this study. Animal handling was
conducted in accordance with the guidelines of the European
Parliament and the Council of the European Union (Directive
2010/63/EU) and conformed to the Spanish legislation for the
use and care of animals (RD1201/2005). The experimental design
was approved by the Ethical Committee for Animal Testing of the
University of Navarra (ref: 018/2008).
The animals were anesthetized with an overdose of chloral
hydrate and perfused transcardially with a saline Ringer
solution followed by 3,000 ml of a fixative solution containing
4% paraformaldehyde and 0.3% glutaraldehyde in 0.125 M
phosphate buffer, pH 7.4 (PB). Perfusion was continued with
1,000 ml of a cryoprotectant solution containing 10% glycerin
and 2% dimethylsulfoxide in PB. After perfusion, the skull was
opened, the brain removed and the OBs dissected out and
stored at −80◦C in a cryoprotectant solution containing 20% of
glycerin and 2% dimethylsulfoxide in PB. For the execution of the
experiments, the temperature of the OBs was raised from−80◦C
to +20◦C and then, the cryoprotectant solution was removed
and replaced with PB. After being thoroughly rinsed in PB,
60-µm-thick coronal sections through the OBs were obtained on
a vibratome and collected in PB.
Since the animals were fixed with a fixative that contained
glutaraldehyde, sections were pre-treated with 1% sodium
borohydride in PB for 20 min before the immunohistochemical
staining. The sections used for electron microscopy processing
were cryoprotected by immersion in a mixture of 25% sucrose
and 10% gycerol in 0.1 M PB and freeze--thawed three times in
liquid nitrogen in order to enhance antibody penetration. Finally,
all sections were processed for immunocytochemistry.
Pre-Embedding Immunocytochemical Detection
of VAChT for Light and Electron Microscopy
The commercial sources for all the antibodies used in this study
are summarized in Table 1.
The detection of VAChT for light and electron microscopy
was performed using the avidin-biotin-peroxidase (ABC)
method. According to this procedure, sections were sequentially
incubated as follows: (a) Blocking solution containing 10%
normal horse serum (NHS) and 0.05% sodium azide in PB, for
60 min at room temperature. 0.1% Triton X-100 was added
to the blocking solution when the sections were destined to
light microscopy; (b) Goat anti-VAChT antibody (Phoenix
Pharmaceuticals #H-V007) diluted 1:10,000 in PB containing 1%
NHS and 0.05% sodium azide, for 48 h at 4◦C. 0.1% Triton X-100
was added when the sections were destined to light microscopy;
(c) Biotinylated horse anti-goat IgG (Vector Labs. Burlingame,
CA; USA) diluted 1:200 in PB, for 2 h at room temperature;
(d) Avidin-biotinylated horseradish peroxidase complex (ABC;
Vector Labs.) diluted 1:200 in PB, for 2 h at room temperature.
After each step, sections were carefully rinsed in PB (3× 10min).
Finally, the peroxidase reaction was developed using 0.05% 3,3-
diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) as chromogen and 0.003% hydrogen peroxide
in PB. The reaction was developed at room temperature until
the specific VAChT-immunostaining could be visualized under
the light microscope. Then, sections were carefully rinsed in
PB (3 × 10 min), treated with 1% osmium tetroxide (Electron
Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA) containing 7% glucose
in PB for 45 min at room temperature and washed repeatedly
in PB. Then, sections destined to electron microscopy were
stained with 1% uranyl acetate (Electron Microscopy Sciences)
TABLE 1 | Antibodies used in the study.
Antibody Host Company Reference Dilution
Anti-VAChT Goat Phoenix Pharmaceuticals #H-V007 1:10,000
Anti-CR Rabbit Swant #7699/3H 1:5,000
Anti-TH Rabbit Millipore #AB 152 1:1,000
Anti-goat Horse Vector Labs #BA-9500 1:200
Anti Rabbit Goat Thermo Scientific #31820 1:200
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in maleate buffer, pH 4.5, for 90 min at 4◦C. Finally, all
sections were dehydrated through graded ethanol series, cleared
in propylene oxide and flat-embedded in Durcupan (ACM, Fluka
AG, Switzerland) between slides and coverslips. Durcupan was
polymerized overnight at 60◦C. Flat-embedded sections were
examined under light microscopy. After exhaustive analysis,
some fields from the layers containing VAChT-positive profiles
were re-embedded in Durcupan for further analyses under
electron microscopy. The re-embedded sections were cut on an
ultramicrotome, and serial 60-nm-thick ultrathin sections were
obtained and mounted on single-slot Formvar-coated nickel
grids. The ultrathin sections were stained with lead citrate and
analyzed under the electron microscope.
Controls were carried out by omitting either the primary or
the bridge antibodies in each step or by incubating some sections
exclusively in 0.05% DAB and 0.003% hydrogen peroxide in
PB, in order to rule out the presence of endogenous peroxidase
activity in the tissue and to assess the specificity of the
immunohistochemical method. Non-specific stain was never
found in these controls.
Double Immunocytochemistry for VAChT and
TH/CR for Light Microscopy
In order to identify the neurochemical identities for the targets
of the VAChT-containing fibers in the glomerular layer, we
carried out a sequential double immunocytochemical staining
for VAChT combined with two neuroanatomical markers that
stain specifically two populations of periglomerular cells. Selected
markers were the enzyme tyrosine hydroxylase (TH) and the
calcium binding protein calretinin (CR). Sections were first
processed for the detection of VAChT as follows: (a) Blocking
solution containing 10% NHS, 0.1% Triton X-100 and 0.05%
sodium azide in PB, for 60 min at room temperature; (b) Goat
anti- VAChT antibody diluted 1:10,000 in PB containing 1%
NHS, 0.1% Triton X-100 and 0.05% sodium azide, for 48 h at
4◦C; (c) Biotinylated horse anti-goat IgG diluted 1:200 in PB,
for 2 h at room temperature; (d) ABC complex diluted 1:200
in PB, for 2 h at room temperature. After each step, sections
were carefully rinsed in PB (3 × 10 min). Then, the peroxidase
reaction was developed using 0.05% DAB intensified by 0.5 M
ammonium-nickel sulphate (DAB-Ni) as chromogen and 0.003%
hydrogen peroxide in PB. The DAB-Ni chromogen provides a
black reaction product. The reaction was developed until the
specific VAChT-immunostaining was clearly visible under light
microscopy. After carefully rinsing the VAChT-immunolabelled
sections in cold PB (4◦C), they were processed for the second
immunocytochemistry in order to detect CR or TH. Before the
second immunocytochemistry, sections were treated with 0.05%
sodium azide in PB in order to block putative residual peroxidase
activity from the first immunocytochemistry. For this second
immunocytochemistry, sections were sequentially incubated in:
(a) polyclonal rabbit anti-CR IgG (Swant, 1:5,000) or rabbit anti-
TH IgG (Millipore, 1:1,000) in PB containing 0.1% Triton X-100
and 0.05% sodium azide, for 48 h at 4◦C; (b) Biotinylated goat
ant-rabbit IgG (Thermo Scientific) diluted 1:200 in PB, for 2 h
at room temperature. (c) ABC complex diluted 1:200 in PB,
for 2 h at room temperature. After each step, sections were
rinsed in PB. Then, the peroxidase reaction was developed using
0.05% DAB as chromogen and 0.003% hydrogen peroxide in PB,
until specific immunostaining was clearly observed, providing a
brown precipitate. Finally, sections were washed in PB (3 × 10
min), mounted on gelatin-coated slides, air drayed, dehydrated
through graded ethanol series, cleared in xylene and coverslipped
with Eukitt (Kindler GmbH, Freiburg, Germany).
Omission of the primary or bridge antibodies in each step and
incubation of sections exclusively in 0.05% DAB-Ni or DAB and
0.003% hydrogen peroxide were used as controls. No residual
activity was found in these controls.
Results
Distribution of VAChT-Containing Elements
The distribution of the VAChT-containing elements in the
macaque OB shows a laminar pattern similar to that previously
described using other cholinergic markers, such as ChAT
and acetylcholinesterase (Porteros et al., 1997). The VAChT-
containing elements were always identified as varicose axons and
puncta. Neither neuronal cell bodies nor dendritic trunks showed
VAChT-immunoreactivity.
All the bulbar layers contained VAChT-positive axons, with
the exception of the olfactory nerve layer. The highest density
of VAChT-positive fibers was found in the glomerular layer
(Figure 1). Here, the cholinergic fibers spread throughout
the periglomerular region surrounding the olfactory glomeruli.
Axon collaterals arose from these fibers and innervated the
glomerular neuropil (Figures 1A,B). The distribution of the
cholinergic axons inside the glomeruli was not homogeneous:
They were restricted to some strands of neuropil and were
never found in other neuropil compartments (Figure 1C). The
neuropil of the olfactory glomeruli is divided into two separate
compartments as previously described (Kosaka et al., 1997;
Liberia et al., 2013): The ‘‘olfactory nerve zone’’, which contains
the axons of the olfactory nerve, and the ‘‘non-olfactory nerve
zone’’, which does not contain axons of the olfactory nerve. The
analysis of the glomerular neuropil under electron microscopy
demonstrated that the distribution of the VAChT-containing
axons was restricted to the ‘‘non-olfactory nerve zone’’ and they
did not innervate the ‘‘olfactory nerve zone’’ (data not shown).
In the periglomerular region, the VAChT-containing puncta
were frequently found surrounding the cell bodies of some small
juxtaglomerular neurons (Figure 1D). The size of these neurons
(they ranged from 7 to 10 µm; n = 100) resembled that of
the periglomerular cells previously described in the macaque
OB (Liberia et al., 2013). In order to investigate whether they
were, indeed, periglomerular cells, we combined the detection
of VAChT with the detection of two neurochemical markers
that stain specifically two subsets of periglomerular cells: The
enzyme TH and the calcium binding protein CR. TH stains
a population of type 1 periglomerular cells and CR stains a
population of type 2 periglomerular cells in the macaque OB
as previously described (Liberia et al., 2013). The DAB/DAB-
Ni double immunocytochemical method was used for these
experiments. We found VAChT-containing puncta surrounding
both TH- and CR-containing periglomerular cells (Figure 2).
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FIGURE 1 | VAChT-staining in the glomerular layer under light
microscopy. (A) Low-magnification view of the glomerular layer (GL)
showing VAChT-containing puncta. Note the low density of staining
found in the external plexiform layer (EPL). (B) Detailed view of an
olfactory glomerulus (g). The VAChT-containing fibers run throughout the
periglomerular region and also innervate the glomerular neuropil.
(C) High-magnification view of the neuropil of an olfactory glomerulus
revealing that the VAChT-containing puncta appear restricted to strands
surrounding neuropil compartments where no VAChT-containing puncta
are found (asterisks). (D) High-magnification photomicrograph taken
from the periglomerular region of the glomerular layer showing the
somata of immunonegative neurons (asterisks) surrounded by
VAChT-containing puncta. Scale bars: 30 µm in (A) and (B); 15 µm in
(C) and (D).
The external plexiform layer contained someVAChT-positive
axons. Many of them were found ascending from the inframitral
region. They crossed the external plexiform layer perpendicularly
to the lamination of the OB and reached the glomerular
layer (Figure 3A). The inframitral region, which includes the
internal plexiform layer and the granule cell layer, contained
a high density of VAChT-positive axons. Most of them were
oriented in parallel to the lamination of the OB and distributed
within the rows of granule cells (Figure 3B). However, some
axons were oriented perpendicularly to the bulbar lamination,
crossing the mitral cell layer and ascending towards the external
plexiform layer.
Connectivity of the VAChT-Containing Boutons
Electron microscopy examination demonstrated that the
VAChT-containing axons formed axo-dendritic and axo-
somatic synaptic contacts on some bulbar neurons. The vast
majority of the cholinergic synapses did not show evident
electron-dense postsynaptic thickenings. Therefore, they
were classified morphologically as symmetrical synapses
(Figures 4, 6–8, 9A,B). However, few synaptic contacts showed
an ambiguous postsynaptic thickening and their symmetric or
asymmetric nature was doubtful (Figures 9C,D). The DAB-
precipitate filled up the VAChT-containing axons and thus
hampered a detailed analysis of their ultrastructural features.
However, presynaptic boutons containing numerous medium-
sized to large round synaptic vesicles and some mitochondria
were clearly observed (Figures 4, 6--9).
The electron microscopic analysis of the glomerular layer
demonstrated that the neurons of the periglomerular region
innervated by cholinergic boutons had all the ultrastructural
features that typically characterize periglomerular cells: Their
nuclei almost filled the entire cell bodies, leaving just a thin
ring of cytoplasm surrounding the nuclear region, and they
contained deep nuclear indentations. The cholinergic boutons
formed synaptic contacts on the somata of these interneurons
(Figure 4). On the contrary, we never found synaptic contacts
from the cholinergic axons on the somata of tufted cells. Indeed,
when a cholinergic bouton was found close to the cell body
of a tufted cell, thin lamellae of glia were observed between
both elements, preventing the establishment of synaptic contacts
(Figure 5).
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FIGURE 2 | Neurochemical characterization of the neurons
surrounded by VAChT-containing puncta in the periglomerular region
of the glomerular layer. (A,B) Examples showing that TH-containing
periglomerular cells (brown DAB precipitate) are surrounded by
VAChT-containing puncta (black DAB-Ni precipitate; arrows). (C,D) Panels
illustrating that CR-containing periglomerular cells (brown DAB precipitate) are
surrounded by VAChT-containing puncta (black DAB-Ni precipitate; arrows).
Scale bar: 10 µm.
FIGURE 3 | VAChT-staining in the external plexiform layer and in the
inframitral region under light microcopy. (A) A varicose axon containing
VAChT (arrows) crosses the external plexiform layer (EPL) perpendicularly to
the bulbar lamination. The glomerular layer (GL) is shown in the upper side
of the micrograph. (B) VAChT-containing fibers (arrows) running throughout
the superficial portion of the granule cell layer (GCL). Note that some fibers
run parallel and others perpendicularly to the bulbar lamination. Scale bar:
30 µm.
In addition to the perisomatic innervation of some
periglomerular cells, we have found synapses from cholinergic
axons on dendrites located in the periglomerular region
of the glomerular layer as well as in the neuropil of the
olfactory glomeruli. Some synaptic contacts were found
on the dendritic shafts and some others on dendritic
appendages similar to spines or gemmules (Figures 6, 7).
The dendritic profiles that received synapses from the VAChT-
containing boutons were also engaged in other non-cholinergic
synaptic contacts: They were frequently found receiving
asymmetrical synaptic contacts from axons of unidentified
origin (Figures 7E,F).
Since a few VAChT-containing axons ascended from the
inframitral region and crossed the external plexiform layer
(Figure 3A), we have analyzed their connectivity in this layer
(Figure 8). In the external plexiform layer, the cholinergic
axons ran frequently along the dendrites of mitral and tufted
cells. However, we have found no synaptic contacts from the
cholinergic boutons on the dendrites of mitral and tufted
cells. The unique synaptic contacts from VAChT-containing
boutons that we have found in this layer were located on
small dendritic appendages similar to spines. Sometimes, the
appendages that received the cholinergic synapses also received
non-cholinergic synapses from axons of unidentified origin
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FIGURE 4 | Perisomatic innervation of periglomerular cells by
VAChT-containing boutons under electron microscopy. (A,B)
Low-magnification views of the periglomerular region of the glomerular layer
showing the somata of periglomerular cells (PG) surrounded by
VAChT-containing boutons. The squared boutons are shown at higher
magnification in the panels (C–E). (C–E) Synaptic contacts (arrows) from the
VAChT-containing boutons on the somata of periglomerular cells. Scale bars:
2 µm in (A) and (B); 200 nm in (C), (D) and (E).
(Figure 8). The morphology of the spines and their connectivity
resembled the morphology and connectivity of the spines of
granule cells previously reported (Price and Powell, 1970b).
The ultrastructural features of the VAChT-containing
boutons located in the internal plexiform layer and in the
granule cell layer were identical to those described above for the
boutons located in the glomerular layer. All of these boutons
made synaptic contacts on thin dendrites, which were frequently
oriented perpendicularly to the lamination of the OB (Figure 9).
The contacts were found on appendages similar to spines
(Figures 9A,B) or on the dendritic shafts (Figures 9C,D). The
morphology of the dendrites, their orientation, and their synaptic
connectivity were identical to the morphology, orientation and
connectivity of the dendrites of granule cells described by Price
and Powell (1970a,b).
Discussion
The results shown here constitute the first report of the
synaptic connectivity of the cholinergic system in the OB
of primates (Figure 10). Our data demonstrate that the
cholinergic axons found in the macaque OB form axo-somatic
and axo-dendritic synaptic contacts on bulbar interneurons,
mainly on periglomerular cells and granule cells. Although we
have found VAChT-containing axons in juxtaposition with the
dendrites of mitral and tufted cells, cholinergic synapses were
never found on principal cells. Our data are in close agreement
with those previously reported in rodents, and demonstrate that
the synaptic action of the cholinergic system on the bulbar
circuitry remains largely preserved between macrosmatic and
microsmatic mammals.
Identity of the Cholinergic Elements in the
Macaque OB
A previous report by Porteros et al. (2007) describes the
distribution of ChAT and acetylcholinesterase in the OB of the
macaque under light microscopy. These authors reported that
all cholinergic elements found in the bulbar layers were axons,
which were identified as centrifugal axons derived from neurons
located caudally to the OB. Moreover, they did not find intrinsic
cholinergic neurons in the OB of this species. Our results are in
close keeping with these data since a high density of cholinergic
axons was found together with the lack of intrinsic cholinergic
neurons.
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FIGURE 5 | Absence of perisomatic synaptic contacts from
VAChT-containing boutons on external tufted cells.
(A) Low-power magnification view of the periglomerular region of the
glomerular layer under electron microscopy showing
VAChT-containing boutons close to the soma of an external tufted
cell (T; dotted line). The square bouton is magnified in the panel (B).
(B) The VAChT-containing bouton does not form synaptic contacts on
the soma of the external tufted cell. Glial lamellae separate the plasma
membranes of the VAChT-containing axon and the external tufted cell
(arrows). Scale bar: 2 µm.
FIGURE 6 | Connectivity of the VAChT-containing boutons in the periglomerular region of the glomerular layer. (A--F) Series of ultrathin sections showing
symmetrical synaptic contacts (arrows) from a VAChT-containing axon on a dendritic spine. Scale bar: 500 nm.
The presence of intrinsic cholinergic neurons in the OB of
mammals still remains somewhat controversial in the literature.
The vast majority of investigations that have analyzed the
presence of cholinergic elements in the OB of mammals have
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FIGURE 7 | Axo-dendritic synaptic contacts from VAChT-containing
boutons in the glomerular layer. (A,B) Serial sections showing a symmetrical
synaptic contact (arrows) from a VAChT-containing axon on the dendritic shaft
of a neuron located in the periglomerular region of the glomerular layer. (C,D)
Serial sections showing the symmetrical synaptic contact (arrows) from a
VAChT-containing axon on the dendritic appendage of a neuron located in the
neuropil of an olfactory glomerulus. (E,F) Axo-dendritic symmetrical synaptic
contacts from VAChT-containing boutons (arrows). The postsynaptic dendrites
receive additional asymmetrical synaptic contacts (open arrows) from
non-cholinergic axons (ax). Scale bar: 500 nm.
not found intrinsic cholinergic neurons in this brain area,
neither in rats (Godfrey et al., 1980; Nickell and Shipley, 1988;
Le Jeune and Jourdan, 1991; Butcher et al., 1992; Arvidsson
et al., 1997; Ichikawa et al., 1997; Gómez et al., 2005) nor in
mice (Salcedo et al., 2011), hamsters (Macrides et al., 1981),
rabbits (Chao et al., 1982), hedgehogs (Crespo et al., 1999)
monkeys (Porteros et al., 2007; Mundiñano et al., 2013) or
humans (Mundiñano et al., 2013). However, three studies of
Ojima et al. (1988), Phelps et al. (1992) and Kasa et al.
(1995) respectively, have shown the presence of a few ChAT-
immunopositive neurons in the OB of the rat. The relevance
of these putative cholinergic neurons in the bulbar circuitry
has been considered insignificant, even negligible, because of
their low number (Ojima et al., 1988). Contrary to these data,
a recent article by Krosnowski et al. (2012) has described
the presence of a significant number of intrinsic cholinergic
interneurons in the OB of C57BL/6 background transgenic
mice. Krosnowski et al. (2012) reported that most of the
cholinergic interneurons were periglomerular cells. For this
reason, we have analyzed carefully the glomerular layer of the
macaque, in order to investigate whether it contained VAChT-
immunopositive periglomerular cells. As we have described
in the results, we have found no somata of bulbar neurons
immunostained for VAChT. However, the lack of stained somata
should not be considered as a definitive argument in order
to conclude that the macaque OB does not contain intrinsic
cholinergic periglomerular cells. It may be the case that VAChT
is not detectable by immunohistochemical techniques in the
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FIGURE 8 | Connectivity of the VAChT-containing boutons in the
external plexiform layer. (A--D) Series of ultrathin sections showing the
connectivity of a VAChT-containing bouton in the external plexiform layer.
A dendritic spine (s) receives two symmetrical synaptic contacts (arrowheads):
One from a VAChT-containing bouton (electrondense DAB precipitate) and other
from a non-cholinergic axon (ax). Note that, although the VAChT-containing
bouton is beside the large dendrite of a principal cell (M/T), there are no
synaptic contacts from the cholinergic axon on the principal cell (open arrows).
Arrows point to dendro-dendritic reciprocal synaptic contacts between the
principal cell and the gemmule of a granule cell (g). Scale bar: 500 nm.
cell bodies of these neurons, but it might be detectable in
their synaptic profiles. Periglomerular cells have two types
of synaptic profiles. On the one hand, they have spine-
like appendages in their dendrites, which are engaged in
dendro-dendritic reciprocal synapses with mitral and tufted
cells. These appendages are called ‘‘gemmules’’ according Rall
et al. (1966) and the seminal articles by Pinching and Powell
(1971a,b). The ‘‘gemmules’’ of the periglomerular cells are
filled of large flattened synaptic vesicles and make symmetrical
synaptic contacts on the dendrites of mitral and tufted cells.
In turn, they receive asymmetrical synaptic contacts from the
dendrites of mitral and tufted cells (Pinching and Powell,
1971a,b). On the other hand, periglomerular cells have axon
terminals, which are also filled with large flattened vesicles and
make synaptic contacts mainly on the dendrites of mitral and
tufted cells (Pinching and Powell, 1971a,b). We have analyzed
in detail the ultrastructure and the synaptic connectivity of
the VAChT-containing puncta found in the glomerular layer
of the macaque. None of them was engaged on reciprocal
synaptic contacts. Moreover, none of them formed synaptic
contacts on mitral and tufted cells. Finally, all the VAChT-
containing puncta that we have analyzed contained round
synaptic vesicles.
Concerning the presence of putative cholinergic interneurons
other than periglomerular cells in the macaque OB, our
results suggest that there are neither cholinergic granule
cells nor cholinergic short-axon cells. Two points lead us to
this statement. First, it is widely known that granule cells
are anaxonic interneurons that establish dendro-dendritic
reciprocal synapses with principal cells in the external
plexiform layer. None of the VAChT-containing puncta
found in the external plexiform layer was engaged in reciprocal
synapses with principal cells. Second, a typical feature of the
axon terminals of the short-axon cells is that they contain
small flattened vesicles (Pinching and Powell, 1971a,b)
and all VAChT-containing axons that we have found in
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FIGURE 9 | Connectivity of the VAChT-containing boutons in
the inframitral region. (A,B) Serial sections showing the
symmetrical synaptic contact (arrows) from a VAChT-containing
bouton on the spine (s) of a dendrite (d) of a granule cell located in the
granule cell layer. (C,D) Serial sections showing the asymmetrical
synaptic contact (arrows) from a VAChT-containing bouton on the
dendritic shaft (d) of a granule cell located in the granule cell layer.
Scale bar: 500 nm.
the macaque OB contained medium-sized and large round
vesicles.
The presence of putative cholinergic neurons in the OB
of the macaque cannot be fully discarded. However, clear
evidence supporting their existence was not found in our study.
Whatever the case, the present results indicate that, if present,
the cholinergic bulbar neurons should represent an insignificant
percentage of the cholinergic elements that participate in the
circuitry of the macaque OB.
Identity of the Targets of the Cholinergic Axons
in the Glomerular Layer
To our knowledge, the present report describes for the first time
the synaptic connectivity of the cholinergic system in the circuits
of the OB of primates. To establish the identity of the targets
of the cholinergic axons, we have analyzed their ultrastructural
features and their synaptic relationships.
The bulbar layer receiving the densest innervation by
cholinergic axons is the glomerular layer. Within this layer,
we have demonstrated that the cholinergic axons form
perisomatic synapses on periglomerular cells. Moreover, we have
demonstrated that the cholinergic fibers innervate the cell bodies
of both types 1 and 2 periglomerular cells, which were identified
neurochemically using the markers TH and CR as previously
reported (Liberia et al., 2013). The perisomatic innervation of
periglomerular cells by cholinergic axons has also been reported
in the rat by Le Jeune and Jourdan (1993) and Kasa et al.
(1995).
Besides axo-somatic synapses, we have found axo-
dendritic synapses in the glomerular layer. Three types of
dendrites participate in the circuitry of the glomerular layer:
The dendrites of the principal cells, the dendrites of the
periglomerular cells and the dendrites of the superficial
short-axon cells. Therefore the three types were considered
as potential target candidates of the cholinergic axons in this
stratum. Our results showed that the dendrites receiving
cholinergic synapses belong to interneurons, mainly to
periglomerular cells. Three findings support this statement.
First, the dendrites of the principal cells can be easily
identified under electron microscopy: They have fairly
regular outlines, pale cytoplasm, spherical synaptic vesicles
and make asymmetrical synaptic contacts on the dendrites
of periglomerular cells (Pinching and Powell, 1971a,b).
None of the dendrites that were identified as belonging to
principal cells were found receiving synapses from VAChT-
containing boutons. Second, some dendritic shafts receiving
cholinergic synapses in the periglomerular region of the
glomerular layer were reconstructed back to their parent
cell body using series of ultrathin sections. All the analyzed
dendrites arose from the somata of periglomerular cells.
Frontiers in Neuroanatomy | www.frontiersin.org 10 March 2015 | Volume 9 | Article 28
Liberia et al. Cholinergic synapses in the monkey OB
FIGURE 10 | Synaptic connectivity of the cholinergic circuits in the
macaque olfactory bulb. Cholinergic axons establish synaptic contacts on
bulbar interneurons. On the one hand, cholinergic fibers form synaptic contacts
on the somata, dendrites and dendritic appendages of type 1 (TH-containing)
and type 2 (CR-containing) periglomerular cells. In addition, cholinergic axons
form synaptic contacts on the dendrites and appendages of granule cells (Gr).
We cannot discard sporadic synapses (?) from cholinergic axons on superficial
short-axon cells (SSA). Synaptic contacts from cholinergic axons on mitral (M)
and tufted (ET) cells were never found. Abbreviations: CR: type 2,
calretinin-containing periglomerular cells (orange); EPL: external plexiform layer;
ET: tufted cell (dark green); GCL: granule cell layer; GL: glomerular layer; Gr:
granule cells (purple); M: Mitral cell (green); MCL: mitral cell layer; ON: olfactory
nerve (blue). ONL: olfactory nerve layer. SSA: superficial-short-axon cell (pink);
TH: type 1, tyrosine hydroxylase-containing periglomerular cells (brown).
Third, many of the cholinergic synapses analyzed in the
glomerular layer were found on appendages similar to
spines that received a second synaptic contact from a non-
cholinergic axon. Interestingly, it has been described that
the dendrites of the periglomerular cells have spines that
can receive two synaptic contacts (Pinching and Powell,
1971a,b).
In addition to the periglomerular cells, the glomerular layer
contains a second type of interneurons: The superficial short-
axon cells. These interneurons constitute a sparse population of
cells that extend their dendrites throughout the periglomerular
region of the glomerular layer and do not innervate the neuropil
of the olfactory glomeruli. They cannot be ruled out as putative
targets of the cholinergic axons. On the one hand, their dendrites
have some ultrastructural features that are similar to those of
the dendrites of the periglomerular cells (Pinching and Powell,
1971a,b). On the other hand, some superficial short-axon cells
receive synapses from cholinergic axons in the rat OB (Le Jeune
and Jourdan, 1993; Kasa et al., 1995). Accordingly, our data
suggested that some of the axo-dendritic cholinergic synapses
found in the periglomerular region of the glomerular layer might
indeed contact dendrites of superficial short-axon cells.
The potential innervation of the external tufted cells by
cholinergic axons currently is the focus of an ongoing debate
(Le Jeune and Jourdan, 1993; Kasa et al., 1995). Le Jeune and
Jourdan (1993) reported that some external tufted cells located
in the periglomerular region of a restricted set of ‘‘atypical
glomeruli’’ were innervated by cholinergic fibers in the rat
OB. However, Kasa et al. (1995) did not find synapses from
cholinergic fibers on the external tufted cells of this species.
Our data are in close agreement with those reported by Kasa
et al. (1995) since we have not found synapses from VAChT-
containing puncta on the external tufted cells of the macaque
OB. Indeed, when the VAChT-containing puncta were located
in close proximity to the somata of the external tufted cells, there
were always found thin lamellae of glia between these elements,
thus avoiding the establishment of synaptic contacts (as shown in
Figure 5).
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Identity of the Targets of the Cholinergic Axons
in the External Plexiform Layer and in the
Inframitral Region
The inframitral region of the OB includes the internal plexiform
layer and the granule cell layer. In this region, the targets of the
cholinergic axons were easily identified as dendrites of granule
cells on the basis of their ultrastructure and connectivity (Price
and Powell, 1970a,b). The synapses were found on the spines and
on the dendritic shafts of the granule cells. Our data are in close
agreement with the data previously reported by Kasa et al. (1995)
in the rat OB. These authors described cholinergic synapses
on the spines and ‘‘gemmules’’ of the granule cells. However,
they did not observe cholinergic synapses on the somata of
these interneurons. We have not observed them either in the
macaque.
In the external plexiform layer, the targets of the cholinergic
boutons were easily identified as spines of granule cells. In
this layer, we have found cholinergic axons running in close
apposition to the dendrites of the mitral and tufted cells,
although we have not found synaptic contacts between these
elements. Identical data have been reported in the rat OB
(Kasa et al., 1995). Kasa et al. hypothesized that the close
apposition of the cholinergic boutons with the dendrites of
the principal cells might indicate that the cholinergic system
modulate the activity of the principal cells by non-synaptic
release of acetylcholine.
Functional Implications
From a comparative perspective, there are no significant
differences between the synaptic connectivity of the cholinergic
axons in the OB of rodents and primates. Therefore, we
can assume that the cholinergic circuits play identical roles
modulating the processing of the olfactory information in both
groups of mammals. Electrophysiological data indicate that the
cholinergic system can play multiple and opposing roles in
the OB (Castillo et al., 1999; Ghatpande et al., 2006; Pressler
et al., 2007; Pignatelli and Belluzzi, 2008; Tsuno et al., 2008;
Ghatpande and Gelperin, 2009; D’Souza and Vijayaraghavan,
2012; Ma and Luo, 2012; D’Souza et al., 2013; Zhan et al., 2013;
Rothermel et al., 2014). The multiple effects of acetylcholine
on bulbar neurons can be analyzed in three different ways:
The role of the neurotransmitter acting on principal cells, its
effects acting on periglomerular cells, and its role acting on
granule cells.
Several authors agreed that the activation of the cholinergic
system excites principal cells (Castillo et al., 1999; D’Souza
and Vijayaraghavan, 2012; D’Souza et al., 2013; Zhan et al.,
2013; Rothermel et al., 2014). This action is mediated by
nicotinic acetylcholine receptors (Castillo et al., 1999), mainly by
those of the α3β4 subtype (D’Souza and Vijayaraghavan, 2012;
D’Souza et al., 2013). Although nicotinic acetylcholine receptors
are ionotropic, our data inmonkey and those previously reported
in rat (Kasa et al., 1995) do not support the existence of a
synaptic action from cholinergic axons on mitral and tufted
cells. However, the close apposition between the cholinergic
axons and the dendrites of the principal cells suggests that the
cholinergic system may modulate the excitation of principal
cells by non-synaptic release of acetylcholine (Kasa et al., 1995;
present data).
The action of acetylcholine on periglomerular cells is
diverse as demonstrated by previous reports. On the one
hand, the activation of nicotinic acetylcholine receptors excites
periglomerular cells (Castillo et al., 1999). On the other hand,
the activation of basal forebrain cholinergic neurons and
the activation of muscarinic acetylcholine receptors induce
an inhibitory response of periglomerular cells (Pignatelli and
Belluzzi, 2008; Ma and Luo, 2012). Pignatelli and Belluzzi
(2008) demonstrate in their article that acetylcholine inhibits
dopaminergic periglomerular cells by activating metabotropic
muscarinic receptors, probably those of the m2 subtype. These
data are supported by anatomical studies that demonstrate
the expression of m2 muscarinic receptors in the rat OB
(Crespo et al., 2000). The anatomical data that we have shown
here, support the existence of a direct synaptic action of
cholinergic axons on periglomerular cells, including those that
express TH and, therefore, are dopaminergic. Further studies
should clarify whether the nicotinic and/or the muscarinic
acetylcholine receptors mediate the synaptic transmission on
these interneurons.
Finally, some published data indicate that acetylcholine
can modulate the excitability of granule cells and the
neurotransmitter release at the dendro-dendritic synaptic
contacts between these interneurons and principal cells
(Castillo et al., 1999; Ghatpande et al., 2006; Pressler et al.,
2007; Tsuno et al., 2008; Ghatpande and Gelperin, 2009). Our
data demonstrate that these effects may be mediated by synaptic
mechanisms in the external plexiform layer and in the inframitral
region of the monkey OB.
Data reported in this article indicate that the pattern of
synaptic connectivity of the cholinergic axons is conserved
between macrosmatic and microsmatic animals. This fact
suggests that the cholinergic circuits could play a key role
modulating the processing of the olfactory information in the
OB of mammals. Since cholinergic circuits are affected in some
neurodegenerative disorders, such as Alzheimer disease, our data
could be helpful to investigate in the future whether the hyposmia
associated to this disease is linked to the loss of cholinergic
synaptic transmission in the OB.
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